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I. I N T R O D U C C I O N
I.- CONSIDERACIONES GENERALES.
En el omplio compo de lo bocteriologlo se utilizon con frjs 
cuencio los métodos de comporocién, pues la morfologlo, bio­
logie y closificocién de los bocterios presenton gron diver- 
sidod, hociendo surgir dudos y teorios muy dispores.
Hoy numerosos cosos en los que los diferencios son solo - 
occidentales, segun los circunstoncios o los que se esta so- 
■etiendo o oquellos microorgonismos, pero en otros ocosiones 
los senejonzos se montienen oun voriondo esos foctores.
Asf, por tener los microorgonismos de nuestro estudio - - 
uno serie de corocteristicos comunes y por encontror en su - 
revisién bibliogrofico criterios muy dispores, tomomos como_ 
temo de nuestro trobojo "Estudio comporotivo de lo occién de 
diverses ogentes morfogénicos sobre microplosmos y formo L".
Por lo omplitud de trobojos encontrodos hosto boy sobre - 
estos microorgonismos, les hemos ogrupodo en uno serie de —  
oportodos:
1. Voriocién morfolégico de los microorgonismos.
2. Evolucién de los ciclos de los formos L de los bocte—  
rios.
3. Primeros estudios de ensoyos de cultives de forma L.
4. Semejonzo de sintomos en enfermedodes humonos.
5. Semejonzo de sintomos en enfermedodes animales.
I. 1.- VARIACION MORFOLOGICA DE LOS MICROORGANISMOS.
La idea dodo por Cohn (1876) y Koch (1876) de que las es- 
pecies bocterionos eron astables y no combiobon de formo, es 
decir, el "monomorfismo", permonecié hosto que, en 1876, No- 
geli publicé su teorlo del "pleomorfismo", en la que consid£ 
robo que los diferentes tipos de bocterios posobon "de uno - 
forma a otro" solo voriondo los condiciones de cultivo.
Ropidomente se vio que estas conclusiones eron el desorro 
llo de técnicos defectuosos, observéndose uno voriocién lim_i 
todo de formos poro todos los microorgonismos, segun los me­
dios en los que se cultivobon.
Joime Ferron (1897) suponio que la forma normal del boci- 
lo de Koch era solo un periodo o fose evolutivo del microor- 
gonismo. Observé lo polimorfio o diversidod de formos de es­
te bocilo: formos bocilores, gronulosos, romificodos, etc.
Hort (1917), Almquist (1918) y Mellon (1925) describen —  
formos bocilores normoles en un mismo cultivo, junto o los - 
formos complejos de los especies bocterionos, tôles como gr£ 
nulos pequeMos, formos difteroides y cocoides gigontes, pré­
sentes en un mismo ciclo vitol.
Asf, se llegé o ver cémo bojo lo influencio de determino- 
dos sustoncios y en condiciones diferentes, los microorgonis^ 
mos presenton morfologios distintas de las considerodos nor-
males.
I. 2,- EVOLUCION DE LOS CICLOS DE LAS FORMAS L DE LAS BACTE- 
RIAS.
Klieneberger-Nobel, en 1935, observé en los cultives de - 
Streptobocillus moniliformis encontrodos en roto, unos orgo- 
nismos muy diferentes de los bocterios normales, tonto por - 
sus diswnsiones como por los corocteres de sus colonios, pe­
ro que tenion gron semejonzo con los del ogente de lo pleuro 
ncumonfo, denominéndolos fleuropneumonio like- orgonisms" - 
(PPLO).
Al conjunto de estos formos les dio el nombre de "L", té£ 
mino del que luego surgieron L^, L2 , etc., en homenoje ol —  
"Lister Institute", donde ello trobojobo.
Mos torde, consiguié oislor un cultivo puro de estos mi—  
croorgonismos y creyé que se trotobo de gérmenes especificos 
que vivlon en simbiosis con los bocterios normoles.
No obstante, Dienes demostré en 1939 que los colonios "L" 
del cultivo bocteriono obtenido por Klieneberger, eron solo- 
mente un estodo porticulor de estos bocterios en un momento_ 
evolutivo y que eron copoces de multiplicorse o peser de los 
voriociones suvridos.
Dienes y Smit (1942) demostroron lo presencio de formos - 
porecidos en cuitivos de Escherichia coli, Hoemophilus in- - 
fluenzoe y poroinfluenzoe, pero no logroron oislor estos fo£
mos.
Comproboron lo semejonzo con los observodos en lo pleuro- 
neumonlo de los bévidos. Por ello denominoron o esto formo - 
de crecimiento bocteriono otipico "Formo L 6 Fose L".
En 1942, Pierce demostré que los formos L del Streptoboci 
llus moniliformis eron muy resistentes o lo penicilino, miert 
tros que los formas normoles eron muy sensibles o este onti- 
biético, propiedod de gron importoncio poro lo identifico- - 
cién de estos microorgonismos.
Los meconismos condicionontes de los combios que don lu—  
gor o modificociones morfolégicos, fueron dodos primeromente 
por Dienes (1947), ofirmondo que por odicién o los medios de 
cultivo de cierto contidod de penicilino, voriondo lo conceji 
trocién de ogor, suero, etc., se observobo lo oporicién de - 
formos L .
Otros investigodores encuentron como ogentes inductores:- 
el frio, lo lysozimo, ontibiéticos, etc.
AsI, lo bocterio sometido o estos ogentes ocobo por morir 
de no tener unos medios de defense copoces de sufrir modifi- 
cociones y hocerse insensible o los ogentes nocivos.
Es o portir de este momento cuondo se reolizon més estu-- 
dios sobre modif icociones de los microorgonismos, considerori 
dose o estos formos, por uno porte, como un estodo o fose e£ 
peciol de los bocterios y, por otro, reolizondo estudios de_ 
lo gron semejonzo de estos orgonismos modificodos con los ffl£
-  b -
croorganismos productores de determinodas enfermedodes humo- 
nos y onimoles, como yo veremos.
Diverses interpretociones de los ciclos L.
En lo descripcidn e interpretoci6n de los distintos foses 
de los ciclos existen diferencios de unos outores o otros.
Bordet (1910) describe lo evolucién de los formos L en el 
Streptobocillus moniliformis de esto menero: Hinchozén pro—  
gresivo del bocilo que se redondeo y odquiere el tomodo de - 
unos 10 o 20 micros, dondo lugor o unos cuerpos globosos, —  
que don lugor a los modelidodes siguientes:
1® Situocién. Formocién de grénulos que rellenon la for­
mo gigonte.
29 Situocién. Formocién de uno estructuro bocilor (tipo_ 
difteroide) en el interior de la formo gigonte.
3® Situocién. Se vocuolizo el cuerpo globose y se outoM 
zo.
Asf se llegé o estos conclusiones:
1*.- La forma gigonte del Streptobocillus moniliformis se 
reproduce por escisiporidod.
2®.- Reproduceién por formocién de grénulos que don de —  
nuevo lo bocterio original.
3®.- Reproduccién por formocién de formos globosos (ciclo 
verdodero). Si los formos gigontes no selison, quedon reple- 
tos de grénulos que se liberon por rotures de oquellos.
La fose L, segun Bonrel "représenta uno posicion de repiÎ£ 
gue de la bacteria ante condiciones ombientoles desfovoro- - 
bles." "Los bocterios pueden recobror su forma originorio —  
por circunstoncios desconocidos que todovio no sobemos imi—  
tor, pero pueden tombién permonecer indefinidomente en dicho 
fose L, en cuyo coso, se ho trons formodo un microorgonismo - 
en otro orgonismo outonomo, morfolégico y biolégicomente di£ 
tinto, cuyo importoncio en potologio Humana no se puede me—  
nospreciar."
"Debemos preguntornos si los especioles tipo L oislodos - 
del hombre son reolmente Pleuroneumonioles o foses L de - —  
otros microorgonismos que bon olvidodo su origen."
En 1950 y 1951 Tulasne observo la abtencion y posible re- 
versién de los formas L de las bocterios normales y do las - 
primeras condiciones para lo obtencién de forma L. Indico —  
que las muestros deben de ser tomodos directomente de orgo—  
nisfflos infectodos o de colecciones, posondolos por onimales_ 
sensibles en determinodos condiciones.
Afirmo lo necesidod de encontror uno consistencio del me­
dio, odecuodo poro codo especie, y uso por primera vez la p£ 
nicilino como agente inductor.
En sus descripciones, afirmo que las colonios de forma L_ 
son onélogos, desde todos los puntos de visto, o las colonios 
observodos en los cuitivos de microorgonismos que producion_ 
la pleuroneumonio de los bévidos y a los que los onglosojo—
nés denominoron Pleuroneumonie-lilce-orgonism (PPLO), poson—  
do él a denominorles "orgonisms du tipe de lo pleuroneumonie" 
(OTPP).
Asi, en esta époco, nos encontromos la escuelo ingleso —  
con Klieneberger-Nobel y Edword que seporon cloromente los - 
Pleuroneumonioles y los formos L.
En lo escuelo fronceso Tulosne y col. obtienen los formas 
L bocterionos réversibles, los bocterios de origen y los fo£ 
mos L fijos, sin poder morcor limites en estos poses. Son —  
formas L y pleuroneumonioles con origen comun pero no se po- 
dfo demostror el origen bocteriono de los pleuroneumonioles.
Dos oflos mas tarde, Tulosne (1953) estoblece el ciclo ev£ 
lutivo completo de estos formas, denominéndole "ciclo L".
Define los ciclos L, como "los modificociones que sufren_ 
los bocterios normales poro tronsformorse en formos gigontes 
primero, después en formo enono y finolmente posor o bocte—  
rios normoles, cuondo los circunstoncios lo permiten."
Segûn este outor el ciclo puede ser completo, incompleto_ 
e interrumpido. Dibujo*
Ciclo L completo: un microorgonismo normol se tronsformo_ 
en uno formo gigonte (tomoMo de un gron leucocito mononucle£ 
do do la songre); la forma gigonte genero granulociones vi—  
vos filtrobles y copoces de reproducirse: son los formos en£ 
nos de los bocterios.
Estos formos enonos revierten o los formos bocterionos —
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normales.
Ciclo L interrumpido: ocurre cuondo la occi6n nociva oc-- 
tuo por un tiempo relotivamente largo sobre lo bocterio. Los 
formos gigontes poson o enonos, pero ^stos pierden lo fncul- 
tod de dor origen nuevomente a formos normoles y los formos_ 
enonos se reproducen indefinidomente bojo esto formo, origi- 
nondo osl voriontes enonos distintos de los bocterios.
Ciclo L incompleto: Tiene lugor cuondo los bocterios some^ 
tides o occiones nocivos ligeros o tesiporoles, poson unico—  
mente o formas gigontes, que, o su vez, pueden dividirse, po 
sondo o formos gigontes o formos normoles, sin que se moni—  
fieste lo oporicidn de formos enonos.
Los nociones de formos L pueden ser directomente relocio- 
nodos, desde finol del siglo posodo, con los formos "otipi—  
cos" de los microorgonismos. Metsnikoff en 1888, yo hobio o^ 
servodo en cuitivos del Wycobocterium tuberculosis, sobre —  
suero, formas cocoides mâs o menos olorgodos y ovoides o en_ 
formos de lonceto; morfologlo seme)onte o los formos L, des- 
critos m6s torde por Nocord y col. en 1898, y que iguolmente 
Xoloborder (1953) vio en cuitivos sobre suero del bocilo tu­
berculose, condicién que se considerobo esenciol poro el cuJL 
tivo del grupo de los pleuropneumonioles.
Lo tronsformoci6n de formas bocterionos normoles en for—  
mos gigontes que liberon râpldomente formos enonos, fue est£
- 11-
diada por Dienes (1947) medionte tinciones "in situ" sobre - 
ogor; por Tulosne (1953) en Proteus y por Modoff y Dienes en 
1958.
Asi, poro Tulosne y Klieneberger-Nobel, estos microorgo—  
nismos se corocterizobon por tener dimensiones de 125-200 pm, 
ser toscomente esf^ricos, posor o troves de filtros, que re- 
tienen los bocterios, ser insensibles o lo penicilino y no - 
poseer membrono.
Respecto o esto ultimo propiedod, Rubio Huertos y Moreno__ 
Son Mortin (1953), medionte observociones efectuodos en el - 
microscopio electronico,demostroron que presentobon porte de 
membrono, ofirmondo lo existencio de flogelos en los cosos - 
de Proteus vulgoris y Pseudomonos fluorescens.
Rubio Huertos reolizd (1954) lo induccién del ciclo L uti^  
lizondo cuitivos con penicilino 5.000 o 10.000 U/c.c. 6 gli- 
cocolo ol 1 6 ol 10 %, segun lo bocterio, observondo que mue^  
ren numerosos bocterios , se lison ol poco roto de lo odi- - 
cién del ontibiético.
Algunos odquieren tomoRos moyores que lo formo hobituol y 
en ocosiones presenton grondes longitudes, hociéndose més —  
tronsporentes como filomentos menos coloreobles que no se d^ 
viden, como yo fue observodo por Klieneberger-Nobel.
Por roturo de lo membrono, los formos L grondes liberon - 
formos filtrobles que poseen un citoplosmo envuelto en uno - 
membrono, el centro oporece més opoco, como un nucleo; esto__
12
esté demostrodo por Rubio Huertos en microfotogroflos elec—  
trénicos, observondo, odemés, vorios plonos de io formo glo- 
buloso, obultomientos del plosmo, oporeciendo codenos de bo- 
cilos normoles; ofirmondo que el poso de lo forma L gronde o 
lo normal depende del tipo de bocterio y del medio de culti­
ve utilizodo. Dj bu jo
Otro monero de evolucién del ciclo L fue lo observodo por 
Borrel y col. (1910) en lo que estoblecen el ciclo evolutivo 
de Pleuroneumonio bovis,de lo formo siguiente: Dibujo.
situocién: Aporecen grénulos elementoles y se presen—  
ton dos estodos:
0 |) Estodo filomentoso.
02) Estodo de romificocién.
O'! ) Estodo filomentoso. El volumen de los grénulos oumen- 
ton y se generon esferoides.
De estos esferoides nocen uno o dos gemociones y ol sepo- 
rorse quedon unidos por filomentos muy tenues.
Estos filomentos, ol controrio de los grénulos, se tiRen_ 
defectuosomente con Giemso.
Og) Estodo de romificocién. Los grénulos condensodos en - 
el interior de oquellos filomentos le don ospecto de codenos 
de estreptococos.
29 situocién: Grénulos elementoles y formocién de esfero^ 
des, los cuoles se rodeon de uno moso protoplésmico que por_
C i c l o  L- p r o p u t $ t o  p o r  R u b i o  H u t r t o s
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Ifragmentocién del esferoide se ilena de granules elementoles.
39 situoci6n: Autolisis de las formas ovoides.
Las formas bocilores o filomentosas se hinchan para dor - 
lugor o una forma redondeado que se autolizo ropidamente.
Se formo uno especie de ompollo vocIo,en cuyo interior, - 
por segmentacion o gerninocion, nocen nuevos gronulos o filjo 
mentos.
Es por rotura de esos ampollos por donde se liberon las - 
neoformociones.
Dienes y Weinberger (1951) determinaron que lo unico dife^ 
rencio entre las formas L obtenidos en el laboratorio o per- 
tir de diferentes cepos, utilizondo como ogente inductor lo_ 
penicilino, y las oislados en lo noturolezo, era que en este 
ultimo COSO lo especie bocteriono es de origen desconocido.
Por todo ello, surge uno gron diversificocidn de opinio—  
nes con respecto o estos formos, introduciendo Tulosne y -  -  
Bringmonn (1952) un nuevo término: Formo M (o ciclo L incom­
plete) y formo L verdodero; pero esta distincion entre "for­
mo H y formo L" no fue odmitido por diverse* outores.
Estos tronsformociones solo se hobion logrodo en medios - 
s6lidos, y fue Correre (1952) el que obtuvo lo formo L, por_ 
primero vez, en medio liquido.
Tulosne y Bringmonn confirmoron hober obtenido uno formo_ 
L estoble de Proteus, dondo un método poro lo observocién de 
lo morfologfo de formas L oi microscopio electronico; formas
M o t t o s  d t  r t p r o d u c c i ô n  d e l  P l e u r o n e u m o n i a  b ov is
- K,-
que hobion sido obtenidos en medio solido per lo occidn de - 
lo penicilino o portir de Proteus morgoni.
I. 3.- PRIMEROS ESTICIOS DE CULTIVOS DE FORMA L.
Los «studios de cultivos de formos L surgen con gron di—  
versidod y proliferon ropidomente poro determinor los condi- 
ciones iddneos de induccion, identificocion y closificoci6n_ 
de los formos obtenidos.
Minck y Minck (1951) ofirmon que por medio de inoculocion 
de formos bocterionos en embrion de polio, obtienen formo L_ 
de lo bocterio original, dependiendo los resultodos de lo —  
v i a  utilizodo.
Demostroron quo lo inoculociôn de uno suspension bocterio^ 
no en olontoide de embriOn vivo produce lo muerte del embrion. 
Pudiendo obtenerse los formas L en subcultivos de olontoide_ 
pero no les fue posibie llegor o recuperor lo formo bocterioi 
no originorio.
Lo inyecciOn en lo covidod vitelino de embrion vivo prov£ 
CO generolmente lo muerte del embri6n,y por cultivos sucesi- 
vos se encuentron formos L en el soco vitelino.
Mitchell y Hoyre (1956) comproboron quo los variantes de_ 
formo L de los microorgonismos Grom-negotivos eron mucho mas 
estobles que los Grom-positivos, debido o que lo presion ce- 
lulor interne es mayor en los Grom-positivos.
Esto hoce que el grodo de estobilizocion de la forma L de^  
pendo en gron monero del organisme de origen del que se por­
te poro lo induccion
Lovilloureix (1956) obtuvo formas enonos en un medio sol^ 
do penicilinodo y enriquecido con obundontes soles mineroles.
Shepard (1956) ofirmo lo existencio de unos formos denom^ 
nodes T, mas pequeffos que los L, de unos 10 micros de diome- 
tro, que presenton uno formo rugoso mas o menos irregulor.
Encontre estos formas T en un coso de uretritis no gonoc£ 
cico y comporo estos colonios con los encontrodos poro los - 
orgonismos de lo pleuroneumonlo.
En 1961 Deporis y col. encuentron en muestros de enfermes 
de cordiopotlos febriles, endocorditis bocteriono ogudo, re£ 
motismo orticulor, etc., que los cultivos normoles se presen^ 
tobon como negotivos por no encontror lo bocterio "closico", 
pero ol utilizer uno tecnico denominodo "ovohemocultivo" - - 
eron copoces de evidencior formas estreptococicos despues de 
olgunos resiembros, ounque se presentobon como mosos globe—  
SOS, con uno gron tendencio o lisorse ropidomente.
Existio, por tonto, lo posibilidod de cultiver sobre hue- 
vo esos mosos globosos, dudosos por su polimorfismo, opore—  
ciendo en cultivos repetidos formos estreptococicos o estof_i 
lococicos que hobion posodo desopercibidos por no encontror- 
se en su formo morfologico closico.
Shorp (1954), induce formos L o portir de estreptococos -
del grupo A observondo medionte lo utllizocion de 16.000 U/r.c. 
de penicilino y fosfotos los distintos influencios del medio.
Rotto y col. (1965), oisloron formo I. en cultivos de es—  
treptococos creciendo en plocos de ogor con distintos gro- - 
dientes de ontibiôticos, osl los grodientes de 500 U/c.c. de 
bacitrocino y 100 U/c.c. de penicilino destocoron como ido—  
neos.
Peolizondo el estudio con 18 cepos, poro llegor o result^ 
dos positives de formo L en 7 cosos, dieron 15 poses o culti 
VOS sucesivos con los ogentes indue tores.
Lo estobilidod de estos formas L fue dodo por el hecho de 
que, después de los poses continues sobre plocos sin ontibid 
tico, la reversion a los formas bocterionos de origen no se 
produc la.
Todo ello fue el primer pose poro demostror la posibilidod 
de obtener, o nivel de loborotorio, los formos estobles, ob­
tenidos por la occion de agentes inductores que octuobon so­
bre la pored celulor.
Lo primera vez que oporece un siétodo comporotivo para lo_ 
preporocion de muestros de forma L y micoplosmos fue en 1964, 
cuondo Domermuth y col. describieron un método poro la prepo 
rocion de muestros y su observocién ol microscopio electron^ 
co; llegondo o lo ofirmocién de que no existlon diferencios_ 
estructuroles notobles, como poro estnblecer uno diferencio_ 
total entre micoplosmos y forma L.
Esta afirmocion morcô el punto de portido para numerosos_ 
trabojos en los que los términos formas L y micoplosmos opo- 
recen Juntos.
AsI, en lo reolizocion de pruebos biologicos, Schmith y - 
col. (1967), inoculon formos L de estreptococos del grupo A 
en rotones, por vio introperitoneol, poro comprobor los efe£ 
tos potogénicos y sintomoticos y compororlos con los que se_ 
presentobon en el coso de identificocién biol6gico de mico—  
plosmos.
Estudios mos recientes permiten lo utilizocion de métodos 
poro demostror los ofirmociones onteriores y para reolizor - 
identificociones.
Asi, Kogon en 1971, confirme los estudios de identifico—  
ci6n poro formo L y micoplosmos en muestros potologicos, co­
mo yo hobio descrito en 1963 Nonnett, y observe los formos - 
filomentosos de micoplosmos de Brett (1969) estobleciendo s£ 
mejonzos de estos microorgonismos que desde 1969 hobio nota- 
do Hoyphick.
Se compruebo lo demostrodo por Klieneberger-Nobel poro —  
Streptobocillus moniliformis y poro Solmonello Typhi y Pro—  
teus por Dienes, ofirmondo lo existencio de uno oglutinocidn 
cruzodo entre lo bocterio y su forma L, y se demuestro que - 
los tosos de oglutinocién del suero oglutinonte son menos —  
elevodos poro los formos L que poro lo formo normol corres­
pond iente .
Asf, la pérdido total del ontigeno H y lo disminucién pr£ 
gresivo de 16s foctores ontigénicos 0, que tiene lugor o ve- 
ces en los resiembros sucesivos de los colonios L y toi vez_ 
en los inoculociones onimoles, explico lo posibilidod de en­
contror o no el porentesco ontigénico que existe entre los - 
formas L y los gérmenes de origen, dependiendo pues del mo—  
mento constitucionol de eso formo o mejor oun de lo noturol£ 
zo de ese microorgonismo ol que se le esté sometiendo o com- 
bios estructuroles.
Rubio Huertos (1954) demostré que los formas L obtenidos_ 
pierden lo potogenidod que se observo en los bocterios de —  
origen. En 1964 Alonso reolizo un estudio serolôgico del gén£ 
ro micoplosmo.
La utilizocién de gel de poliocrimido permitié o Theodore 
y col. (1970) lo identificocién de formos L y micoplosmos hjj 
monos.
Poro Kunze (1972) los formas L son modificocién de los c^ 
lulos bocterionos; en el matériel cllnico se presenton los - 
llomodos formos de tronsicién (esferoplostos, protoplostos)- 
los cuoles se supone se originon medionte inductores lesio—  
nontes de los poredes celulores, principolmente ontibi6ticos.
Los microorgonismos inducidos no son potégenos, de toi m£ 
nero que ol desoporecer lo teropéutico, que en este coso es­
ta hociendo de ogente inductor, los microorgonismos retornon 
o bocterios de origen, vuelven o ser potégenos y lo enferme-
dad se recrudece.
Muelos y Ales (1973) estoblecen un método para obtener fo 
togrofios de forma L y micoplosmo en relieve, con el micros­
copio ordinorio, por medio de lo utilizocién de luz oblicuo.
Rubio Huertos, Beltro y Sontoolollo (1972), inducen teji- 
dos tumoroles, por lo occidn de fose L de Agrobocterium tume 
fociens en Phoseolus vulgoris y odmiten lo posibilidod de —  
que los micoplosmos seon los formos L espontdneos de bocte—  
rios potégenos de los plontos.
Drocch, Schmitt y Slomsko (1973), demuestron lo occidn —  
boctericido de los célulos fogocfticos de lo songre humono,- 
sobre los formos L de estreptococos del grupo A ; siendo éste 
un poso muy importonte, por ser mas torde identificodos num£ 
rosos formos L en los zones de tumorocidn y en los olterocio 
nes hemoticos de noturolezo leucemico, como yo explicoremos.
I. 5.- SEMEJANZA DE SINTOMAS EN ENFERMEDADES HUMANAS.
En los citos de diverses outores nos encontromos uno se—  
rie de enformedodes o mejor oun de epidemios con gron seme—  
jonzo de sintomos, o los que o trovés de los offos se los fue 
denominondo con gron diversidod de nombres, pues los trobo—  
Jos de loborotorio ogrupobon y closificobon los microorgoni£ 
mos encontrodos segun los diferentes técnicos.
Por ello quisimos mencionor oquf esto voriocidn de térmi­
nos y conceptos que podIon estor fntimomente relocionodos —
con variaciones morfolégicos encontrodos en estos microorgo­
nismos .
El primer micoplosmo humono oislodo fue o portir de pus - 
de un obceso situodo en lo glandule de Bortholin, en 1937, - 
por Dienes y Edsoll,
Reiman (1938) ogrupo por primera vez uno serie de enferm£ 
dodes o los que se los dio uno etiologlo vfrico y se los de- 
nomind con el término de **neumonio otipico", sepordndolos de 
los de origen gripol, psitocosis y fiebre Q, que se identify 
coron y reconocieron como responsobles de un pequeMo numero_ 
de neumonlos.
Esto denominocidn desofortunodo de "neumonlo otipico" me- 
recid lo oprobocidn Of idol (Official Stotemonts, 1942).
Lo guerro de 1939-45 ofrecié uno bueno oportunidod poro - 
estudior esto enfermedod, que se encontré ocurrlo con moyor_ 
frecuencio que los demds formos de neumonfo bocteriono yo —  
perfectomente determinodos.
Asi, Peterson y col. (1943), encuentron un grupo de enfe£ 
mos con neumonlo otipico primorio que presentobon oglutininos 
ol fr lo durante el curso de su enferstedod.
Se considéré por ello que este tipo de neumonlo ero clor£ 
mente epidemiolégico y el método de los oglutininos ol frio 
posé o ser el método de diognéstico.
En 1943 se oislé un ogente filtroble en los enfermos con_ 
neumonfo otlpico primorio y oglutininos ol frlo posit ivos, y
fue inoculado con éxito en rotas y cone Jos de indios, que —  
desorrolloron neumonitis en un numéro elevodo de cosos.
Esto fue comprobodo por Eoton y col. en 1944.
Por ser filtroble y reolizorse su cultivo sobre embrién - 
de polio, el ogente de estos pleuroneumonlos fue confundido_ 
con un virus, hosto que en 1950 se comprobé ser susceptible_ 
o olgunos ontibiéticos.
Con técnicos de inmunofluorescencio se visuolizô y se cuJ^  
tiv6 en embrién de polio y se supuso era el mismo ogente que 
hobio provocodo uno epidemio de neumonfo entre escolores.
En 1957, Liu, confirme la existencio de este ogente ol m£ 
croscopio electronico en muestros pulmonores que se crefon - 
ofectodos por ogentes viricos.
A portir de este momento unos voriociones de los términos 
de denominocién y closificocién es lo que llevé o lo opori—  
cién de uno serie de denominociones en enfermedodes con los_ 
mismos sfntomos y trotomientos.
Edword y col. (1967) proponen el término PPLO en lugor de 
micoplosmos para todos estos microorgonismos.
Mormion y Goodburn descubrieron en 1961 que el denominodo 
ogente Eoton ero un micoplosmo y se le propuso lo denomino—  
cién de Mycoplasma pneumoniae.
Cuondo Chonok y col. (1963) cultivoron en medio ocelulor_ 
este ogente, es cuondo surgi6 su closificocién dentro del g£  
nero micoplosmo, encuodrondo dentro de esto denominocién o -
microorgonismos de los mismos coiocteristicos.
En 1963, Toylor-Robinson y col. oisloron el Mycoplasma —  
Orol tipo 1 o portir de cultivos celulores y don los métodos 
de fiJocién de complemento en gel de difusién.
El Mycoplosmo hominis tipo 1 fue oislodo por Toylor-Robint 
son y col. en 1965 y se considéré soprofito de la goigonto.
Hoyflick y Chanock (1965) demuestron lo folto de pored c£ 
lulor, su msistencio o lo penicilino y su sensibilidod o —  
concentrociones pequeRos de tetrociclinos, bose de los trotoi 
mientos médicos en estos tipos de infeccién.
En 1964-65 Groyston y Jonsson encuentron en estudios epi- 
demiolégicos que, por término medio, el Mycoplosmo pneunomi- 
noe es el responsable del 30 % de los neumonlos otipicos en_ 
lo poblocién normal y quizé seo el 10 % de todos los neumo—  
nfos.
Sohier (1964) en su diognéstico de los enfermedodes produi 
cidos por virus incluye tombién los métodos de diognéstico o 
utilizer poro el coso de los micoplosmos.
Perol (1967) describe dentro de la potologfo humono los - 
enfermedodes fntimomente relocionodos con los infecciones —  
por micoplosmos, en especial por el Mycoplosmo. pneumonioe.
Hoyflick y Koproswski (1965) oisloron sobre medio de ogor 
por cultivo directo de uno médulo leucémico, uno cepo de My- 
coplosmo orol tipo 1. Asf la lista de micoplosmos dodo en —  
1965 por Hoyflick y oumentodo en 1967 por Edword, ero contf-
nuomente modificado.
Barile y col. (1966) logron oislor M. orale en cultivo d^ 
recto de células leucémicos.
Durante unos ofios, diverses outores coinciden en encon- - 
tror unos ogentes o los que se les closifico como cousontes_ 
de obortos y tumores. En 1967, Jones encuentro Mycoplosmo ho 
minis en obortos; Weissenbocher (1969), demuestro lo presen- 
cio de micoplosmos y formos globosos modificodos en corcino- 
mo de utero. No encontrondose micoplosmos en los muestros de 
songre de estos enfermos, de toi monero que ol ser extirpodo 
el tumor no se logro oislor ninguno de estos microorgonismos, 
lo que porece demostror su presencio unicomente en el tumor_ 
en sf. Esto es nuevomente remorcodo por Drosch y col. (1973) 
ol ofirmor lo presencio de formos L de streptococcus del grupo 
A, semejontes o los micoplosmos, en zonos tumoroles.
Actuolmente existen numerosos citos en los que los formos 
L y los micoplosmos son ocusodos de numerosos olterociones - 
en el tromo genito-urinorio, osf Gollogher y col. (1970) de£ 
criben lo presencio de esferoplostos en infecciones urino- - 
rios.
Los micoplosmos de locolizocién génito-urinorio son estu- 
diodos en 1967 por Cord,y en este mismo ono Horwicks y col.- 
relocionon estos microorgonismos con lo posibilidod de obor­
tos.
Iguolmente los técnicos de diognéstico fueron évolueionoji
u -
do de una monero ropido, y en 1975 Muelos observo en cultivos 
celulores, formos cocoides deformodos, con gronulociones que 
ol teMirlos con noron Jo de ocridino se tiAen de verde y re—  
saltan sobre los demos componentes internes de lo célulo.
Insistimos en que la semeJanza de sintomos de olgunos en- 
fermedode* humonos dio lugor o una closificocién de términos
y técnicos muy heterogéneos.
El Mycoplosmo hominis tipo 1 ho sido oislodo de obcesos - 
de lo trompo o del ovorio,mostrondo onticuerpos especificos, 
de hemocultivos positives en el curso de sfndromes febriles_ 
en postportum o post-oborto con oumento de onticuerpos. Se - 
oislo tombién de los fetos después del oborto.
Este micoplosmo se oislé en pocientes en los que se hobio 
presentodo el oborto, y el 29 %  de ellos presentobon el ont£ 
cuerpo con titulos de 1/5 ol 1/40.
Solo en uno pociente se observé el onticuerpo de inhibi—  
cién de crecimiento.
Pero este poder potégeno no puede ser ofirmodo de uno mo­
nero obsoluto, yo que tombién se oislo de la covidod bucol - 
de sujetos sonos.
Por ello Shepord (1969), ofirmo que el Mycoplosmo hominis 
tipo 1 es un soprofito frecuente de los mucosos génito-urin£ 
rios que puede llegor o ser potégeno en determinodos circun£ 
toncios (infeccién bocteriono onterior), llegondo o modifi—  
cor el pH voginol, que se tronsformo en olcolino.
Lo primero vez que se oisloron Mycoplosreos cepo T fue en_
1969 cuondo Shepord les identifico o partir de exudados de - 
pocientes con uretritis no gonocécico, sugiriendo Kundsin —  
(1974) que la mu)er octûo como portodoro osintomotico dondo_ 
lugor o lo infeccién por intercombio sexuol. Denominéndoles_ 
Cepo T (Tiny) yo que sus colonios presentobon 15-25 micros de 
diémetro.
Lo relocién entre oborto, esterilidod y lo presencio de - 
Mycoplosmo hominis, y sobre todo de Mycoplosmo cepo T, Ureo- 
plosmo ureoliticum (denominocién que proviene de producir —  
uno ureoso con liberocion de omonioco y CO2 . Toi vez por eso 
produccién de omonioco poseo lo propiedod de otocor los célju 
los), esté demostrodo por Foy y col. en 1970, encontrondo —  
cultivos y pruebos serolégicos positivos en muestros de moco 
cervicol en estudios en University of Woshington Hospital.
En 1976 Knudsin denominoro o estos microorgonismos Ureo—  
plosmos ureoliticum.
Gregory y Poyne en este mismo oRo, demuestron lo presen—  
cio de Mycoplosmo hominis tipo 1, Mycoplosmo fermentons y —  
Mycoplosmo orale tipo 2, como couso de infecciones en los C£ 
lulos del cuello uterino.
En 1972 y 1973 Friberg y Gnorpe ofirmon lo existencio de_ 
lo infeccién por Mycoplosmo cepo T como couso de lo "inferti_ 
lidod" y lo conveniencio con doxiciclino poro resolver este - 
problemo.
Stroy-Pedersen y col. (1978) obtienen medionte biopsio,t£
}ido de endometrio que ol ser cultivodo en medio especifico_ 
de micoplosmos, muestro c6mo odemos de lo floro urogenital - 
(stophylococos, enterococos, colibocilos, streptococos olfo_ 
y beto hemoliticos, etc.) se presenton los micoplosmos en un 
2S % do los cosos de oborto y en un 50 % de los mujeres esté 
riles, observondo el desplozomiento de estos microorgonismos 
desde lo covidod uterino hosto olojorse en el te)ido del en­
dometrio.
Estos outores convienen como los onteriores, en lo utili­
zocién de lo doxiciclino poro lo errodicocién de Mycoplosmo - 
cepo T del endometrio.
El Mycoplosmo fermentons oporecié en numerosos uretritis_ 
y en vulvo-voginitis y lesiones gongrenosos, pero no se ho - 
logrodo oislor en los uretritis no especificos. Los colonios 
en este coso oporecen en célulos epitelioles de uretro que - 
contengo inclusiones citoplosmoticos.
I. 5.- SEMEJANZA DE SINTCMAS EN ENFERMEDADES ANIMALES Y VEGE 
TALES.
Los primeros dotos son de 1654, en uno pleuroneumonlo co£ 
togioeo de los cobros, debido ol Mycoplosmo mycoides, locol^ 
zodo en Argelio.
Nocord y Roux (1898) «studiondo lo pleuroneumonlo de los_ 
bévidos, enfermedod conocido desde el siglo XVII, encontre—  
ron en el liquido pleural de estos animales unos microorgo—
—  ' 9 -
nismos hosto entonces desconocidos, inmoviles, de pequeno to 
moRo y gron pleomorfismo, propiedod debido o lo corencio de 
pored celulor, lo que les diferenciobo de los bocterios tfp£ 
cos.
Uno descripcién mos preciso de este género fue dodo por - 
Borrel y col. (I9l0) definiendo sus condiciones de cultivo,y 
demostrondo que no se trotobo de un vibrién o espirilo como__ 
se pensobo, y por su morfologlo se le denomino Àsterococcus 
mycoides.
Un segundo género de este grupo fue dodo por Bridre y Do- 
notien (1923) ofirmondo que la ogoloxio ero provocodo por un 
género muy porecido ol de lo pleuroneumonlo de los bovidos - 
(Anulomyces ogoloctioe), presentondo los mismos corocterîst^ 
COS morfolégicos y biolégicos.
Shoetensock (1934) logré oislor cepos de micoplosmos de - 
perro.
Loidlow y El ford (1936) e independ ientemente Seiffert - - 
(1937), observoron y oisloron micoplosmos en oguos residuo—  
les.
Lo definicién dodo por Sobin (1941) se oplico por iguol - 
poro los PPLO que poro los microorgonismos de Nocord y Bri—  
bre "Orgonismos copoces de crecer en medios de cultivo des—  
provistos de célulos vives, dondo lugor o estructuros poli—
morfos que don glébulos, filomentos y cuerpos elementoles —  
filtrobles, de 125 o 250/u*$ de toi monero que sobre medios_
— ^ o  —
odecuados desorrollan colonios de 10 o 25 pm de diémetro." - 
Asi, todos estos microorgonismos oborcobon el género Astero- 
coccus dodo por Borrel.
Longley (1951) reolizo lo tronsmisién de lo enfermedod —  
por contogio entre los cobros, demostrondo osi que lo infec­
cién noturol ero oltomente contogioso.
Bridre y Donotien (1923) yo hobion visto este contogio de 
lo ogolocto contogioso, pues hobion observodo elevodos nive­
lés de infeccién en Froncio, Itolio, Suizo y Argelio.
Nuevos micoplosmos fueron identificodos, y osi, en 1956,- 
Adler observa el Mycoplosmo meleogridis relocionodo con lo - 
oerosoculitis de los polios, y en 1958 estoblece unos méto—  
dos poro oislomiento e identificocién de estos micoplosmos.
En 1960 se oislo el Mycoplosmo synovioe por Cholquest y - 
Fobricont, comprobondo en 1967 Dierksy y col. le identificon 
serolégicomente determinondole como responsoble de lo sinov£ 
tis infeccioso.
Roberts (1964), oislo nuevomente el microorgonismo produjç 
tor de lo oerosoculitis en povos. Demostrondo que este micro 
orgonismo es potégeno solomente cuondo lo monodo se debilito 
por otro couso, coincidiendo osi con otros outores que ofir­
mon que existen factures octivontes o predisponentes que - - 
ofecton o lo severidod de lo infeccién.
Lo formo de lo infeccién porece probable que seo lo tron£ 
misién del ogente potégeno o trovés del huevo.
- : ' l -
Su oislomiento de los vios respirotorios indico que lo —  
contominocion orol tiene su importoncio.
Segun More y Switzer (1965 y 1966) el ogente de lo neumo- 
nio virico del cerdo otrovieso membronos de filtros de poro_ 
de 300 milimicros, pero es retenido por 220 milimicros. Con_ 
el exomen de cortes teRidos per Giemso,descubrieron pequeRos 
orgonismos cocoides que ocosionolmente son cocobocilores o - 
onulores. More y Switzer denominoron o este ogente Mycoplosmo 
byopneuwonioe.
En uno reunidn de Potdlogos de oviculturo celebrodo en —  
1968 en Princenton, New Jersey (Estodos Unidos), Olson ofir­
mo que el Mycoplosmo synovioe se encuentro en el oporoto di­
gestive, ounque como todos los demos micoplosmos tienen tom—  
bien tendencio por el tromo respirotorio, ôrgonos reproducto 
res y membronos sinovioles.
Nuevos micoplosmos fueron determinodos, como por ejemplo, 
poro el cerdo:
M hyorhinis, Switzer, 1955.
Cepos tipo B , Dinter y col., 1965.
Minck y col. (i960) inoculoron por via momorio numerosos_ 
microorgonismos de estos tipos en vocos sonos, bojo lo formo 
de cultivos liofilizodos suspendidos en 0,5 c.c. de oguo de£ 
tilodo estéril. Encontroron el desorrollo de tipicos most!—  
tis por micoplosmos, con los corocteristicos que se produ- - 
cion en cosos de mostitis por Mycoplasmes bovigenitorium y -
su relocién con la potologlo humono.
Tombién con el Mycoplosmo gollisepticum se ho logrodo el_ 
desorrollo de uno mastitis pero con corocter tronsitorio, —  
viéndose que este micoplosmo no llego o multiplicorse en el_ 
sistemo conoliculor de lo momo de la voco.
Wilson (1971) logro oislor formas L de Streptococcus ogo­
loctioe cousontes de mastitis en gonodo bovine.
En 1974 Henning enumero los propiedodes y métodos de cul­
tivo de muestros obtenidos en rozo bovino poro determinor lo 
presencio de micoplosmos y ocholeplosmos.
En el reino vegetol nos encontromos los citas de Vilo Agu£ 
lor, que en 1967 observo lo clorosis y enrollomiento de cftr^ 
COS y olboricoqueros, el érbol muere en 1 odo presentondo —  
florocién muy temprono y los frutos escosos y retos. Logro - 
oislor micoplosmos vegetoles, en estas hojos muy grondes y - 
orrollodos en formo de cuchoro. En los romos en formo de "e£ 
cobo de brujo" encuentro menor numéro y reolizo cultivos con 
los ho)os triturodos.
Llego o titulor los sueros obtenidos de los érboles, en—  
controndo 1/16 como cifro de orbol sono y 1/256 enfermo.
Medionte lo inmunofluorescencio observo que en plontos s£ 
nos no oporecen los micoplosmos.
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II. INTERES Y 08JET0 DE LA TESIS
En nuestra tesis nos hemos propuesto contribuir ol estu—  
dio de estoblecer lo diferenciocién de micoplosmos y formo L 
de Streptococcus viridons, dodo lo frecuente coexistencio de 
estos microorgonismos en muestros potolégicos.
Poro ello, comenzomos con este estudio bibliogréfico en - 
el que reunimos, dentro de la omplio extensién del temo, los 
trobojos de estos microorgonismos, por seporodo, ounque o ve 
ces nos resulto diffcil fijor sus limites y descripciones, - 
pues porecen comunes.
Hemos reolizodo el estudio experimentol en diverses eto—  
pos, primero poro conocer individuolmente los microorgonis—  
mos bosondonos en los técnicos citodos como hobituoles por - 
otros outores; después, swdificondo diverses foctores, estu­
dior sus olterociones y comprobor sus posibles semejonzos o_ 
diferencios.
El plonteor el trobo )o con micoplosmos humonos y el encoii 
tror (en el muestreo previo) el Streptococcus viridons como__ 
el microorgonismo més frecuente en los muestros de lo gorgoii 
to, es lo que nos hoce elegir éste como sujeto poro lo indu£ 
cién de lo formo L, yo que su presencio es positive en enfer 
medodes sesiejantes o los determinodos en locolizociones de - 
micoplosmos.
Consideromos de interés lo oportocién de nuevos dotos so-
bre la influencio de los componentes de los medios de 'culti­
vo en los voriociones morfogenicos de estos microorgonismos. 
Lo voriocién de cuolquier foctor fisico o quimico do lugor o 
uno serie de modificociones que deben de conocerse en sus —  
identificociones oumentondo osi el omplio compo de los posi­
bles investigociones posteriores.
III. MATERIALES Y METODOS.
MATERIALES
1. Microorgonismos.
Los estirpes bocterionos utilizodos en nuestro trobojo —  
fueron seleccionodos por el Deportomento Bocteriolégico de - 
lo Ciudod Sonitorio "Lo Poz" y depositodos octuolmente en lo 
Cdtedro de Microbiologio de lo Focultod de Formocio de Mo- - 
drid.
1.1. Micoplosmos.
Mycoplosmo pneumonioe 
Mycoplosmo fermentons 
Mycoplosmo hominis 
Mycoplosmo orole tipo 1
Mycoplosmo solivorium
Mycoplosmo cepo T (ureoplosmo ureoliticum) 
Mycoplosmo loidlowii
1.2. Bocterios.
Streptococcus viridons 38487 
Streptococcus viridons 38566
2. Animoles de loborotorio.
Rotones bloncos de 20-25 g. de peso.
3. Medios de cultive.
3.1. Medios de micoplosraas.
3.1.1. Medios de transporte. Toylor - Robinson y —  
col. (1969).
Coldo PPLO (Difco) ...................  70 c.c.
Soluci6n de levodura cl 25 ^ ........  10 c.c.
(Vieno Madrid)
Suera de caballa (Llarente) .......... 20 c.c.
Conservar a 49C. Descartar pasadas 5 —  
dias.
AMadir en el momenta de Usar:
Kanamicina (Oxaid) ...............  2 gammas/ c.c.
Keflin (Liade) ..........   50 gammas/ c.c.
Anfatericina 6 (Fungizane)   5 gammas/ c.c.
pH final del medio: 7,8.
3.1.2. Médias de enriquecimiento.
3.1.2.1. Media Hayflick (1965) con glucosa.
Calda PPLO (Difca) ...................  70 c.c.
Penicilina G s6dica .................  6.666U /c.c.
(Comp Esp Penicilina)
Saluci6n de acetata de talia al - •
2,5 % .................................  2 c.c.
(BDH)
Solucion levodura al 25 ^ ............ 10 c.c.
(Viena Madrid)
Suera de caballa (Llorente)...........  20 c.c.
Saluciôn rojo fenal al l/^^ (Merck) .. 2 c.c.
Solucion de glucosa al 10 % (Analar).. 1 c.c.
pH final del media: 7,8.
Canservar a 49C. Descartar pasadas 5 dias.
3.1.2.2. Media Hayflick (1965) con arginina.
Caldo PPLO (Difco)   70 c.c.
Penicilina G sodica   6.666U /c.c.
(Comp Esp de Penicilina)
Solucién acetata de talio al 2,5 % . . .  2 c.c.
(BDH)
Salue ion levadura al 25 % ........  10 c.c.
(Viena Madrid)
Suero de caballa (Llarente)   20 c.c.
Solucion rojo fenal al l/^^ (Merck) .. 2 c.c.
Saluei6n de arginina al 10 % (BDH) ... 1 c.c.
Acido clorhidrica N (para pH)   0,2 c.c.
pH final del medio: 7,0.
Conservar a 4@C. Descartar pasados 5 dias.
3.1.2.3. Media Hayflick (1965) con urea.
Caldo PPLO (Difco)   70 c.c.
Solucién ocetoto de talio al 2,5 ^ ... 2 c.c.
(BDH)
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Solucion levadura al 2 5 %  ............  10 c.c.
(Viena Madrid)
Suera de caballo (Llarente) ..........  20 c.c.
Saluciôn de rajo fenol al 1/^^ (Merck) 2 c.c.
Saluciôn de urea al 10 % (BDH)   1 c.c.
Acida clorhidrico N (para pH) ........ 0 , 5  c.c
pH final del media: 7,0.
Conservar a 4@C. Descartar pasados 5 dias.
3.1.2.4Medio Barile y col. (1966).
La base esté canstituida par:
Calda PPLO (Difca)  .................. 2,1 g.
Extracta de levadura (Difca)  ...... 700 mg.
Fosfata bipatôsico ....................  500 mg.
Suera de caballo en ague bidestilada -
estôril, en praporciôn 1 5 % ..........  100 c.c.
Suplementoda con:
a) Glucosa (Analar) ................... 500 mg.
pH final del media: 7,8.
b) Arginina (BDH) .....................  150 mg.
pH final del media: 7,5.
c) Urqa (BDH)  .......................  200 mg.
pH final del media: 7,0.
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3.1.3. Medios de oislomiento.
3.1.3.1. Medio de oislomiento en material conto- 
minodo. Medio Hutchinson liquido (1969).
Medio Hayflick en el que la penicilina y el ocetoto de t£ 
lio se sustituyen por 1 mg/c.c. de ompicilino; pH 6.
Hutchinson solido.
A 1 litro de medio Hayflick se le offode 3,5 g. de Inoogor 
(Oxoid) n8 2 y 1 mg/c.c. de ompicilino.
3.1.3.2. Medio con ozul de metileno. Kroybill y_ 
Crawford (1965).
Medio Hayflick (1965) suplementodo con 0,002 % de ozul de 
metileno.
3.1.3.3. Medio agar PPLO.
Agor PPLO (Difco)   34 g .
Aguo destilodo  ............   1.000 c.c.
pH final del medio; 7,8.
Suplementodo con 25 % de liquido oscltico (Difco).
Preporociôn:
Preporodo el ogor y esterilizodo a 1208 durante 20 minutes, 
cuondo esta a 5Q8C se rompe la ompollo del liquido oscitico_ 
(Difco) en ombiente estéril, se mezclo hosto ester homogéneoi 
mente distribuido.
Se tienden las plaças. Descartar posodos 5 dias.
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3.1.3.4. Medio ogor Micoplosmas.
Agar (Oxaid)   70 c.c.
Penicilina G sédica (C. Esp Penici­
lina) ...............................  6.666U /c.c.
Solucion de ocetoto de talio ol - -
2,5 % (BDH)   2 c.c.
Solucion de levadura al 25 % (V.M.) 10 c.c.
Suero de caballo (Llorente)   20 c.c.
pH final del medio: 7,8.
Preporocion:
Cuondo se ho reolizodo la preporocion de Oxoid ogor y se_ 
encuentro a unos 508C se precede a colentor a 378C o bono mo^  
rio los restantes productos y mezclorlos.
Verter ropidomente unos 4 c.c. de la mezclo en coda plaça, 
con pipeto estéril.
Conservar a 4&C. Descartar pasados 5 dias.
Secor los places en estufo,medio boro ontes de usar.
3.1.3.5. Medio Hepes ogor. Medio Purcell y col.- 
(1966).
Calda PPLO (Difco) ............  21 g.
Aguo desminerolizodo  .....    1.000 c.c.
Acido clorhidrico N (para pH) .... 6,4 c.t.
Agar (Oxoid N9 2) .................... 14,28 g .
Hepes ogor (Sigmo) ...............  17 g.
pH entre 6,0 y 6,5.
Preporocion;
Disolver. Esterilizor en autoclave a 1208C. durante 20 
nutos. Tender plaças. Almocenor a 4^C. Descartar pasados 5 - 
dias.
Secor las plaças en estufo a 378C medio boro antes de - - 
usar.
3.1.4. Medios de identificocion.
3.1.4.1. Agar PPLO 2,3,5, trifenil tetrozolio.
Medio . .3.1.3.3. suplementodo con 2,3,5, trife^
nil tetrozolio en praporciôn 0,005 % final.
2,3,5, trifenil tetrozolio (Sigma).
3.14.2. Agar PPLO hemolisis.
Medio . .3.1.3.3. suplementodo con 5 % de son—
gre de caballo a humono.
3.1.4.3. Agar Columbia songre.
Medio . .3.1.3.5. suplementodo con songre de C£
bollo ol 5 %.
Preporociôn;
A 95 c.c. de medio de cultivo ogor Columbia a 509C, se —  
oMaden en condiciones esteriles 5 c.c. de songre de caballo, 
mezclondo homogeneomente.
Se tienden las plaças con pipeto estéril. Descartar pasa­
dos 5 dias.
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Secor o 378C en estufo durante 30 minutos antes de usar.
3.1.4.4. Agor PPLO chocolate.
Medio .3.1.3.3. suplementodo con songre de cjo
bollo o Humana al 10 %.
Preporociôn:
A 90 c.c. de medio agor PPLO fundido en boMo maria a 808C
se le ogrego 10 c.c. de songre monteniendo esta temperotura_
durante 10 minutos. Se agita y se vierte en plaças. Conser—  
vor 0 48C. Secor en estufo durante 30 minutos antes de usor_ 
a 379C. Descartar posodos 5 dias.
3.1.ü  . Media de conservociôn. Medio Loeffler.
Suero caballa (Oxoid)   750 c.c.
Caldo nutritive (Oxoid)   2 , 5  g ,
Peptono (Oxoid)   2 , 5 g.
Dextroso (Difco)   2,5 g.
Cloruro sôdico (Analar) .............  1,25 c.c.
Aguo destilodo c.s.p  1.000 c.c.
Sembror en tubo inclinodo.
Preporociôn de ios componentes de los diferentes medios - 
de cultivo descritos.
A) Caldo PPLO (Difco):
Caldo W/o C.V. P P L O   21 g.
Aguo destilodo desminerolizodo   1.000 c.c.
• /| 4  —
Preporocion:
Disolver colentondo ligeromente. Esterilizor en outoclove 
a 12Q8C durante 20 minutes. Envosorlo en frescos de 70 c.c.- 
Alfflocenor a 48C.
B) Penicilina G sôdico:
Penicilina G sôdico 200.000 U (Comp Espoffolo Penicili­
na) .
Ampollo ague Formoes   3 c.c.
Importante: no oRodir a las medios hosto el memento de su 
utilizociôn.
c) Acetate de talio:
Acetate de talio (BDH)   2 , 5 g.
Ague destilodo ............................. 100 c.c.
Preporociôn:
Esterilizor por filtrociôn. Almocenor a 42C.
D) Extracta de levodura:
Levadura prensodo (Vieno-Modrid) ......... 250 g.
Ague desminerolizoda ......................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Hervir durante 15 minutas moviendo continuomente la leva­
dura troceodo con el oguo.
Centrifuger la mezclo a 2.000 rev/m. durante 30 minutos.- 
Filtrer por popel de filtre de)ondo coer el liquido por los_
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paredes para que na se rampa el papel. Repetir nuevamente el 
filtrado.
Medir el pM que se pretende sea 8, si no lo es, se ajusta 
can NaOH (8 c.c. aprax.). Esterilizor por filtrociôn. Distr^ 
buir en 10 ô 15 c.c.
Almocenor a 48C. Descartar posodo 1 mes.
Importante: remover con la espôtulo mientros hierve.
E) Soluciôn rojo fenol:
Rojo fenol (Merck)   1 g.
NoOH n/ 10 )Ponreac) .......    28,2 c.c.
Aguo desminerolizodo c.s.p.............  1.000 c.c.
Preporociôn:
Mezclor en mortero.- ARodir hosto 1 litro de aguo desmine^ 
rolizodo. Distribuir en 50 c.c. Esterilizor en autoclave a - 
1208C durante 20 minutas. Almocenor a 49C.
F) Soluciôn de Glucosa:
Glucosa (Analar) .......................  10 g.
Aguo desminerolizodo ................... 100 c.c.
Preporociôn:
Esterilizor por filtrociôn.
Almocenor a 49C.
g ) Saluciôn de arginina:
Arginina (BDH) .........................  10 g.
Aguo desminerolizodo ................... 100 c.c.
Preporociôn:
Esterilizor por filtrociôn.
Almocenor o 49C.
h ) Soluciôn de ureo:
Ureo (BDH) ...............................  10 g.
Aguo desminerolizodo....................  100 c.c.
Preporociôn:
Esterilizor por filtrociôn. Almocenor a 48C.
l) Soluciôn de ozul de metileno:
Azul de Metileno (Merck)   0,2 g.
Aguo desminerolizodo ....................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Colentor, disolver, filtrer por popel. Esterilizor en ou­
toclove o 1209C durante 20 minutos. Almocenor o 48C.
3.2. Medios de estreptococos.
3.2.1. Medios de enriquecimiento o crecimiento.
3.2.1.1. Aguo de peptono.
Bocto peptono (Difco) ..............  10 g.
Cloruro sôdico (Analar) ............  5 g .
Aguo destilodo ......................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Disolver, colentondo suovemente, la peptono en el oguo de^ 
tilodo.
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Ajuster con cloruro sôdico N. pH hosto pH final: 7,6.
Esterilizor en autoclave o 1208C durante 20 minutos.
3.2.1.2. Medio Tood-Hewitt.
Coldo Tood-Hewitt (Oxoid) ......... 36,4 g.
Aguo destilodo .....................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Disolver con color suave. Ajuster pH 7,8 (oprox.) con cl£ 
ruro sôdico. Esterilizor en autoclave o 1159C durante 15 mi­
nutas.
3.2.1.3. Coldo nutritive.
Coldo nutritive (Oxoid) ...........  3 g .
Bocto peptono (Difco) .............  10 g.
Cloruro sôdico (Anolor) ...........  5 g.
Aguo destilodo.....................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Disolver. Ajuster pH 7,2 con cloruro sôdico. Esterilizor_ 
en outoclove o 12Q8C duronte 20 minutos.
3.2.1.4. Coldo glucosodo.
Coldo nutritive suplementodo con une soluciôn estéril de_ 
glucose en contidad suficiente p ara que resuite une concen—  
trociôn final de glucose de 5 %.
Ajuster o pH 7,6 con hidrôxido sôdico N/10 estéril.
3.2.2. Medios de oislomiento e identificocion.
3.2.2.1. Agor nutritive.
Coldo nutritive (Difco) .......   1.000 c.c.
Agor noble especial (Difco)   15 g.
Preporociôn:
Disolver colentondo suovemente. Ajuster pH 7,4 con cloru­
ro sôdico.
Esterilizor a 1209C durante 20 minutes.
3.22.2. Agor glucosodo.
Agor nutritive suplementodo con uno soluciôn estéril de - 
glucose en contidad suficiente pore que resuite une concentre^ 
ciôn final de glucose del 2 %.
3.2.2.3. Agor songre.
Agor nutritive suplementodo con el 5 % de songre de caba­
lla o humane, estéril.
Preporociôn:
Cuondo se ho reolizodo la esterilizociôn del ogor nutrit^
va y se encuentro a unes 50*C se ogrego 5 %  de songre de ca­
balla o humane, estéril.
Se tienden les places y se olmocenon o 49C. Secor en est£
fo medio horo antes de user o 37*C.
3.2.2.4. Agor chocolaté.
Agor nutritive suplementodo con el 10 %  de songre de cob£
llo o humono estéril.
3.2.2.5. Agor songre con cristol violeto.
Agor songre suplementodo con solucién de cristal violeto_ 
ol 1/500.000. Cristal violeto (Ponreoc).
Preporocion:
Cuondo esta preporodo el ogor nutritive y se encuentro o_ 
508C. ogregomos un 5 % de songre de caballo o humane estéril 
y solucion de cristol violeto ol 1/500.000. Verter en places.
Secor los places en estufo,medio here ontes de user a - - 
379C.
3.2.2.6. Agor MocConkey.
Tourocoloto sodica (Oxoid)   5 g.
Bocto-peptono (Difco) ..............  20 g.
Cloruro sôdico (Anolor)  ...........  5 g.
Soluciôn rojo neutro ol 1 %   5 c.c.
Bocto ogor (Difco)   15 g.
Aguo destilodo   .................. 1.000 c.c.
Preporocion:
Disolver el tourocoloto sôdico, lo bocto-peptono y el d o  
ruro sôdico en oguo destilodo, colentondo ligeromente. Ajus­
ter lo reocciôn o pH 7,8 y egregor el bocto-ogor.
Esterilizor en autoclave a 1209C durante 20 minutos.
ARodir lo loctoso y el rojo neutre hosto conseguir un co­
lor moreno rojizo. Esterilizor en autoclave o 1008C duronte_
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15 minutos.
Poro verterlo en los plaças esperor o que el medio se en- 
cuentre o 50-459C, evitondo osl la formocién de espumo en la 
superficie.
3.2.2.7. Agor esculino.
Aguo de peptono ................... 100 c.c.
Esculino (Difco) .................  0,1 g.
Citroto férrico (Ponreoc)   0,05 g.
Bocto ogor (Difco) ...............  1,0 g.
Preporociôn:
Se disuelve con ligero colentomiento el ogor en oguo de - 
peptono. Se oRode lo esculino y el citroto férrico moviendo_ 
hosto disoluciôn.
Se ojusto la reocciôn o pH 7,4. Distribuir en porciones - 
de 3 C.6.
Esterilizor en outoclove o 115*C durante 15 minutos. De—  
Jor solidificor en posiciôn inclinodo.
3.2.2.8. Medio Bornes.
Coldo nutritivo   10 g.
Peptono Evans (Difco)   10 g.
Glucosa (Anolor) .................  10 g.
Bocto o g o r       15 g.
Aguo destilodo.................... 1.000 c.c.
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Preparoeiôn:
Ajuster exoctomente o pH 6. Esterilizâr en autoclave o —  
1202C duronte 20 minutos.
En el momento de utilizorlo oRodir osépticomente o 100 —  
c.c. de lo bose, 1 c.c. de la soluciôn A y 2 c.c. de lo solu 
ciôn B:
Soluciôn A .
2,3,5, trifenil tetrozolio (Sigmo) ... 1 g .
Aguo destilodo       100 c.c.
Esterilizodo p ar filtrociôn.
Soluciôn B .
Acetoto de tolio (BDH)  .............  5 g.
Aguo destilodo   .....     100 c.c.
Esterilizodo por filtrociôn.
Estos dos soluciones se oRoden o lo bose de ogor fundido_ 
o boRo morlo hirviente y despuôs de enfriodo o 500C. se tien 
den los plocos.
Secor en estufo,medio horo ontes de usor. Sembror en es—  
trios porolelos.
3.2.2.9. Medio de levonos.
Triptoso (Difco) .....................  20 g.
Socoroso (Merck)   50 g.
Glucoso (Anolor)       1 g.
Fosfoto bipotôsico (Ponreoc) .....   4 g.
Bocto ogor (Difco)   15 g.
Aguo destilodo........................  ' 1.000 c.c.
Preporocion:
Disolver. Ajustor pH o 7. Distribuir 5 c.c. por tubo. Teri 
der plocos.
Esterilizor en outoclove o vopor fluente duronte 30 minu­
tos. Dejor enfrior en tubo inclinodo. Sembror en estrios po­
rolelos.
Secor en estufo o 37GC, medio horo ontes de usor.
3.2.2.10. Agor songre con 40 % bilis de buey.
Agor nutritivo ol que se le oRode 40 % de bilis de buey,- 
filtrodo sobre popel.
Reportir en tubos de 160 x 16 ogregondo 5 c.c. por tubo.- 
Autoclovor 20 minutos o 1209C.
En el momento de empleo fundir o boRo morlo. Enfrior o —  
509 y oRodir 10 gotos de songre de cobollo por tubo.
3.2.2.11. Mitis solivorius ogor bose.
Mitis solivorius ogor bose (Oxoid) .. 87 g.
Aguo destilodo    1.000 c.c.
Preporociôn:
Ajustor pH 7 (oprox.). Esterilizor en outoclove o 1209C - 
duronte 15 minutos. Conserver o 49C. Descortor posodos 5 - - 
dios. Secor en estufo o 379C, medio horo ontes de usor.
3.2.2.12. Medio Pocker.
Coldo nutritivo (Oxoid)   3,5 g.
Triptoso (Difco) ........    18 g.
Cloruro sôdico (Anolor)  ...........  6 g.
Bocto ogor (Difco) ..............  20 g.
Aguo destilodo ......................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Disolver colentondo ligercnnente con cuidodo. Ajuster o pH 
6,8 exoctomente con ôcido clorhidrico N.
Reportir o rozôn de 15 c.c. por tubo. Autoclovor o 1209C. 
durante 20 minutos.
Al utilizorlo, fundir o boRo morfo, enfrior o 509C, oRo-- 
dir:
Songre de cobollo desfibrinodo   1 c.c.
Azido de sodio (Difco)    1 c.c.
Soluciôn de cristol violeto (Ponreoc) 1 c.c.
Verter en plocos.
Preporociôn de soluciôn de cristol violeto:
Cristol violeto (Ponreoc) ..........  0,5 c.c.
Aguo destilodo  .........    250 c.c.
Trituror en un mortero. Dejor disolver 24 horos o tempera 
turo ombiente.
Diluir lo soluciôn ol 1/10 con oguo destflodo.
Esterilizor en outoclove o 120*C duronte 20 minutos.
Preporociôn de ozido de sodio:
Azido de sodio (Difco) .......    0,25 g.
Aguo destilodo «  25 c.c.
-  ‘ >4 -
Esterilizor en outoclove o 1209C duronte 20 minutos.
3.3. Medios de cultivo utilizodos poro formos L.
3.3.1. Induccién.
3.3.1.1. Medio liquido bose.
Coldo nutritivo (Oxoid) .............  1 g.
Bocto peptono (Difco)   10 g.
Cloruro sôdico (Anolor)   5 g.
Soluciôn rojo fenol ol 1,1 % (Merck). 2 c.c.
Aguo destilodo  1.000 c.c.
Preporociôn:
Disolver, ojustor o pH 7,6. En el momento de su utilizo-- 
ciôn se odiciono la penicilino sôdico en dos grodientes de - 
6.666 y 13.222Ul/c.c. ol medio respectivomente.
3.3.1.2. Medio bifôsico.
Medio liquido bose ogregodo o tubo de ogor nutritivo in—  
clinodo formondo pues de foses liquido-sôlido.
3.3.1.3. Medio ogor 0,8 %.
Coldo nutritivo (Oxoid) ............  3 g .
Bocto peptono (Difco)  ......... 5 g.
Cloruro sôdico (Anolor) ............  5 g .
Bocto-ogor (Difco) .................. 8 g .
Aguo destilodo    1.000 c.c
- X J -
Preporacion:
Disolver con colentomiento suove. Ajustor pH 7,2. Esteri­
lizor o 1209C duronte 20 minutos. Conserver o 49C.
3.3.1.4. Medio solino poro formo L. Medio.Lovilloureix.
Bocto ogor (Difco) ................. 15,0 g.
Monitol (Merck) .........   2,5 g.
Fosfoto bipotôsico (Ponreoc) ..... 0,5 g.
Sulfoto mognesico (Ponreoc) ...... 0,2 g.
Cloruro sôdico (Anolor)    0,1 g.
Corbonoto colcico (Ponreoc) ....... 3,0 g.
Extrocto de levoduro (Difco)   1 g.
Aguo destilodo .....................  900 c.c.
Glicino 5 %.
Preporociôn:
Se disuelve el monitol y el extrocto de levodura en unos_
200 c.c. de oguo. Ajustor pH 6,8.
Se esterilizo o vopor fluente duronte medio horo.
Los soles, el ogor y el resto del oguo se esterilizon o -
1200C duronte 20 minutos. Se mezclon ombos y se les do uno -
corriente de vopor. Se vierten en los plocos.
Secor en estufo o 37@C 15 minutos ontes de user.
3.3.2. Medio reversion.
3.3.2.1. Medio de ogor gelotino.
Extrocto coldo buey (Difco)   3 g.
Bocto peptono (Difco)   5 g.
Bocto gelotino (Difco)   8 g.
Bocto ogor (Difco) .....................  10 g.
Aguo destilodo .........................  1.000 c.c.
Preporociôn:
Rehidrotor. Colentor suovemente poro disolver. Envosor en 
tubos de 10 c.c.
Esterilizor en outoclove o vopor fluente duronte 30 minu­
tos, poro evitor la despolimerizociôn de lo gelotino. 
pH finol 6,8.
4. Colorontes.
4.1. Soluciôn Grom stondord. 
o) Soluciôn de cristol violeto oxolotodo:
Cristol violeto (Ponreoc) .............  2 g.
Alcohol etilico de 959 (Ponreoc) .....  20 c.c.
Oxoloto omônico (Merck)  ..............  0,8 g.
Aguo destilodo  ....... 80 c.c.
Preporociôn:
Trituror en mortero el cristal violeto y disolver en el - 
olcohol. Mezclor el oxoloto omônico con el oguo destilodo. - 
Filtror.
-  J  < -
Mezclor ombos disoluciones.
b) Solucion yododo de lugol:
Yodo (Ponreoc)   1 g.
Yoduro potosico (Ponreoc)  .......  10 g.
Aguo destilodo  ...............   100 c.c.
Preporociôn:
Disolver los elementos solidos en unos 10 c.c. de oguo —  
destilodo. Agregor el resto del oguo. Conservor en ousencio_ 
de luz, en frosco de vidrio color.
Desechorlo cuondo ol cobo de los dios el color comienzo o 
oclororse.
c) Soluciôn de sofronino:
Sofronino (Riedel-De-Hden)   0,25 g.
Alcohol etilico de 959   10 c.c.
Aguo destilodo    100 c.c.
Preporociôn:
Mezclor y disolver.
El olcohol empleodo poro el Grom stondord es de 909.
4.2. Soluciôn Giemso.
Azur-eosino-ozul de metileno poro m^
croscopio (Merck)   0,76 g.
Glicerino bidestilodo puro (Merck).. 50 c.c.
Metonol poro onolisis (Ponreoc) .... 50 c.c.
Preporociôn:
Se incorpora el colorante o la glicerino y se coliento dij 
ronte 3 horos en boRo morio o 609C. Seguidomente se oRode me 
tonol. La soluciôn se dejo en reposo durante 5 dios y o con- 
tinuociôn se filtro.
4.3. Soluciôn Moy-Grünwold.
Eosino-ozul de metileno poro micros-
coplo (Merck)   0,25 g.
Metonol poro onolisis (Ponreoc) .... 100 c.c.
Preporociôn:
Se disuelve el coloronte colentondo ligeromente o 609C en 
boRo morfo. Uno vez frîo se filtro.
4.4. Soluciôn Dienes (1939).
Azul de metileno (Merck)   2,5 g.
Azur II (Merck)   1,25 g.
M o l t o s o   10 g.
Corbonoto de sodio    0,25 g.
Aguo destilodo  ........   100 c.c.
Preporociôn:
Mezclor los productos hosto homogeneidod. Filtror sobre - 
popel.
Esterilizor en outoclove o 1209C duronte 20 minutos.
4.5. Soluciôn de tionina.
Tionino (Merck)   1 g.
Soluciôn ocuoso de fenol ol 2,5 %  .. 100 c.c.
Preporociôn:
Poro su empleo diluir uno porte en cuotro de oguo destilo 
do y filtror.
4.6. Azul de metileno olcolino de Loeffler.
Azul de metileno (Merck)    0,3 g.
Alcohol etilico de 959 (Ponreoc) ... 30 c.c.
Hidrôxido potosico (Ponreoc)   0,01 g.
Aguo destilodo......................  100 c.c.
Preporociôn:
Disolver completomente el ozul de metileno en el olcohol_ 
etilico, se troto de uno soluciôn soturodo.
Disolver el hidrôxido potôsico en el oguo destilodo. 
Mezclor los soluciones ogitondo continuomente. Filtror an 
tes de su empleo.
5. Aporotos.
- Lupo estereoscôpico modelo Wild M 5.
- Espectrocolorimetro modelo Bousch ond Lomb 20
- Fotomicroscopio Zeis.
— f )()•"
Fotos colonics - objetivo Neofluor 6,3/0,20 160/-
oculor Kpl lOx 
filtro semigris.
Fotos tinciones - objetivo inmersién
ocular Kpl lOx
s in filtro.
Correte - Kodak.
jorros anoerobiosis.
Sobres Gospok 6BL -
Equipo de filtrociôn.
a ) Pirex oporoto de filtrociôn ol voclo Millip£ 
re - 30 c.c.
- Pirex jeringos.
- Filtres - Millipore celulose - ester.
(Hillipore Bedford, Mos) 0,45 um y - - 
0,22 um blonco, pre-esterilizodo.
b ) Aporoto EKA de ocero inoxidoble, 500 c.c.
- Filtres -EKA- de membrono con reticulo enrejodo - 
tipo - nitroceluloso - SM 11406050 0 50 mm.
6. METODOS.
6.1. Métodos para micoplasmas.
6.1.1. Método de transporte ô recogida de muestros.
Con uno torunda estéril, obtener el material por rospodo_
faringeo o exudative. Inoculer en el caldo de transporte, co 
locondo la torunda impregnodo dentro del tubo, presionândolo 
contre lo superficie interne del tubo hosto que se rompe el_ 
polillo y coigo le porcién del olgodén dentro del medio. Ce- 
rror con topôn de rosco.
6.1.2. Método de oislomiento de micoplosmos de mues
très.
Contomos con dos métodos:
a ) Tomomos une pequeRo porcién de le muestro (frotis vog^ 
nol, esputo, centrifugodo de orino, solive, etc.) y lo sem—  
bromes en el medio Hutchinson liquido. Incubomos o 379C en - 
otmésfero COg duronte 24-72 horos.
Sembronos estos cultives en medio Hutchinson sélido poro_ 
procéder ol oislomiento y determinocién de los pruebos de —  
identificocién.
b) P ara el oislomiento de micoplosmos en muestros potolé- 
gicos,contomos con los propiedodes de ester estos microorgo- 
nismos limitodos por uno membrono débil y delgodo de gron —
plosticidod y el presenter un tamoflo comprendido entre 125—  
250 Xfm de diamètre, le que nos permite seporories en uno - - 
muestro multiple reolizando uno filtrocién a trovés de fil—  
tros Millipore de 0,45 j*m de poro, mientros que las bacte- - 
rios acomponantes quedan retenidos.
Asimisma las medios de transporte llevan en sus componen­
ts* sustoncios como penicilina,cefalotiqa,etc. que yo permiten 
directomente el oislamiento de numerosos bacteria*.
6.1.3. Métodos de enriquecimiento.
Los siembros de las muestros yo filtrodos o de los mico—  
plosmos, en si, son reolizodos en primer lugor en los medios 
liquides especificos de Hoyflick (1965) o Borile y col.(1966) 
yo descritos en el oportodo de Materioles. Estos medios enr_i 
quecidos permiten oumentar el numéro de microorganismos y —  
osi poder realizor sus identificaciones.
Las siembros se efectuon en frosquitos de vidrio de 2 oc. 
Formomos series de 10 tubes, colocondo siempre un testigo.
Se efectuon dilucionss de O^cwode suspensaSn bocteriono en_ 
lr5,c£<Je medio liquide especifice. Desde el tube 1 el 9.
Le temperoturo de incubocion m6s id6neo es les 37@C, el - 
tiempe de incubocidn vorio pore cede miceplesmo, depende torn 
bién del medie utilizode pore su crecimiente.
Les siembros en medios s61ides se hecen inundonde le su­
perficie de Iq pleco cen les 0,5 c.c. de los medios liquides
—(1 j ) -
de cultive, quitonde el sebrenedente el cube de 15 minutes.-
Lo incubocion se hoce a 37&C en otmosfere CO2 creedo per_ 
el sistema Gospek utilizonde las jorros de enoerebiesis.
La ebservacion se hoce en micrescepie erdinorie o cen lu- 
pe estereoscdpico.
Para el aislamiente de una determinado celonio pedemes —  
utilizer el sistema Crowford y Kroybill (1967), llomode el - 
"cuodrodito", consiste en medionte uno espotulo, carter un - 
cuodrodite del agar en el que esté celecodo lo celonio de es^  
tudie y celecorle en uno nuevo superficie de cultive, cole—  
condo lo celonio en contocto con este superficie, bien odhe- 
rido. De}orlo osf vorios d(os,ol cobe de les cuoles eyudond^ 
nos de lo espdtulo orrostromes este trecite sebre lo superf^ 
cie de cultive llevonde nuevomente estas plocos o incubocidn.
Observoremos el crecimiente de colonies nuevos o lo large 
del recerride del cuodrodite sobre lo superficie de lo place. 
De este monero pedemes ebtener vorios colonies o portir de - 
uno oislodo interesonte.
Este precedimiento se uso tombidn poro o portir do uno co 
lenio posorlo a medio liquide y oumentor esl su numéro. Este 
le reolizomes celeconde ese trecite de ogor cen uno espdtulo 
en el interior del medie liquide especifice. Oibuje.
6.1.4. Mdtode recuente tetol y viobles.
Utilizomes el mdtode de Smith (1971).
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Tofflofflos un volumen determinado de cultive liquide en el - 
que hemes cemprebode el crecimiente,y le sembremes sobre lo_ 
superficie de place de medie egcr PPLO, extendiéndele unifer 
memente. Si es neceserio puede diluirse el inécule en el me­
die especifice pare éviter un crecimiente excesive. Anetende 
la dilucién efectuedo.
Se incuben les places o 37^0 en medie CO2 creede per el - 
sistema Gespek.
Une vez ebservede el crecimiente, certemes bloques del —  
oger y les celecemes en portaebjetes que cubrimes cen cubre- 
eb|etes, sellende les preperocienes cen une mezcle de voseH 
ne y perefino. Utilitomes porta y cubreebjetes milimetrede.- 
Observomos estes preperecienes el micrescepie de contraste - 
de feses utilizonde eb)etive de inmersién.
El numéro de miceplesmes en 5 ô 10 campes del micrescepie, 
esl come les egregedes (cede egregecion se tome come 1 orga­
nisme), son enetedes.
El recuente total (T) del cultive original fue ebtenide de 
la fdrmule:
n, a, d
n^ s es el numéro de miceplesmes per campe de micrescepie.
e^ s el 6ree de le superficie de le place de oger.
02 5 el 6rea del campe de micrescepie.
d s el grade de dilucién de le muestro distribuide sebre
la place de ogor.
El recuento de viables (v) del cultivo liquide se obtiene 
reemplazondo en la férmula con la media de microcolonias_ 
por campo de microscopio observcdo, de los cultives en per—  
tas.
6.1.5. Métodos identificociôn de micoplasmos.
6.1.5.1. Fermentacion de lo glucose.
Se cultiven los micoplasmos en el medio Hoyflick (1965) - 
edicionado de glucose, durante verios dios, o 379C en onaer£ 
biosis, observândose para Mycoplosme pneumonioe, Mycoplosmo 
fermentons y Mycoplasme leidlowii le coracteristico de util^ 
zer le glucose con poder fermentative y ecidificociôn secun- 
dorio, por ello se les considéra glucidoliticos. Observândo­
se el crecimiento de colonies tipicos de "hueve frite" medio£ 
te la siembro en places de estos cultives liquides.
Este prepiedod fue estudiodo per Smith y col. (1967) poro 
Mycoplosmo pneumonioe per primera vez.
6.1.5.2. Deseminecién de le orginino.
Les micoplasmos son cultivodes en el medie Hoyflick (1965) 
odicienodo de orginino durante varies dies o 379C en onoere- 
biesis, observândose pore les Mycoplasmes Heminis tipe 1, —  
Mycoplasme orale y Mycoplasme solivorium el crecimiente, - - 
transfermende le orginino en ornitino.
Le orginino es semetido a desominociôn hidrelitico y des-
corboxilacién, dando ornitino + CO2 + 2NH^.
6.1.5.3. UtilizGcién de la ureo.
Se cultivon los micoplasmos en el medio Hoyflick (1965) - 
odicionodo de ureo durante varies dies e 37GC en enoerebie—  
sis, observândose que Mycoplasmes cepo T requieren ureo, pe- 
seen une ureoso que condiciena su octividod âptimo a un pH 6, 
de tel monero que varie el pH a 8,0 6 9,0 que observâmes per 
un coHibio de celer de omorillo a purpura.
NH2 —CO —^ 2  —— ^  CO2 + hMg
NH3 + H2O  »  NH^OH (alcaline).
6.1.5.4. Resistencio el acetate de tolio.
El acetate de telle es une de les cemponentes egregedes o 
les medios liquides poro cultivas de micoplasmos per su oc—  
ciân becteriestâtico sebre micreergenismes eerebies esperulo 
des y bactéries Grom negatives.
En el cose de cultivas de Myceplosmos cepo T, el ocetate_ 
de telle résulta tâxice, observândose le faite de crecimien­
to cuenda se realize le siembro de les cepos T en media, que 
contango acetate de telle.
La prepiedod de inhibir o le cepo T fue describe per - —  
Shepard y Lunceford (1967),
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6.1.5.5. Redgccion aerôbico del cloruro de 2,3,5, 
trifenil tetrazolio.
Somerson y Morton (1953) y Pegrotn (1969) encontroron que_ 
6 cepos de ■icoplosmos reducion el TTC cuondo se incubobon - 
onoerobicomente; lo reoccion era visible a los 4 6 5 dies y_ 
complete a los 6 - 1 0  dios.
El cultivo se reolizo sobre medio Hoyflick (1965) en los__ 
que el reoctivo esta en concentrociôn 0,002 no excediendo 
el 0,005 %, pues concentrociones moyores resulton inhibito—  
rios.
Lo siembro se realize por los tecnicos hobituales de mic£ 
plosmos. Incubocién o 37GC en oerobiosis y onoerobiosis, ob­
servândose lo oporicién de un halo rose para los cultivos —  
del Mycoplosmo pneumonioe en medio oerébico.
Esta propiedad de ser el Mycoplosmo pneumonioe copoz de - 
reducir el TTC oerobicomente y el resto de los micoplosmos - 
humonos,onoerâbicomente fue estoblecido por Kroybill y Craw­
ford en 1965.
6.1.5.6. Viroje del medio con ozul de metileno.
La utilizociân del medio Kroybill y Crawford (1965), en - 
el que el ozul de metileno vo en proporciân 0,002 % para los 
micoplasmos, nos permite identificor el crecimiento en el m£ 
dio liquide por viroje del indicodor del ozul ol verde por - 
ocidificocién del medio por el Mycoplosmo pneumonioe y en el
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medio solido por crecimiento sobre lo superficie del ogor —  
con ozul de metileno de los colonies corocter 1st icos de "huje 
VO frito"
6.1.6. Métodos de Anolisis Antigénico.
Introduccién.
La primera reaccién oplicada para la diferenciacién sero- 
légica de las cepas fue la aglutinacién utilizado por Edword 
(1950) poro los micoplasmos de origen animal,pero al exigir_ 
esta reaccién uno gron contidod de onticuerpos dificiles de_ 
obtener y como el ontlgeno no formobo uno suspensién estoble, 
se posé o utilizer lo técnico de fijocién de complemento.
Asf se descubrié que los cepos tenlon,todos, un ontfgeno_ 
comun y surgieron los protêtipos (como Mycoplosmo hominis 1 
y 2 . etc.).
Cord (1967) obtuvo reocciones cruzados en la fijocién del 
complemento.
La heterogenidod antigénico de los Mycoplasmes hominis ho 
side confirmodo por Pease (1965) y Toylor-Robinson y col. —  
(1963).
La constitucién quimico de los ontigenos difiere segun —  
las especies:
goloctoso para los Mycoplasmes micoides#
lipides de la membrane pore M pneumanioe y fermentons,
protéines de superficie pore M pulmonis.
Edward y Fitzgerald (1954) ofirman que el suero que con—  
tiene los onticuerpos especificos puede impedir, sin la in—  
tervencién del complemento el crecimiento del género homolo- 
go. Esto constituye la base importante del test: inhibicion_ 
del metobolismo glucolltico por el Mycoplasma pneumonioe, iji 
hibicion de la descomposicion de la orginino por el Mycoplos 
mo hominis o de.la ureo por el Mycoplosmo cepo T .
En el coso de los micoplasmos oninoles los onôlisis ontig£ 
nicos nos sirven para la identificocion de numerosos enferme 
dodes infecciosas, Fabricant (1958) demostré que lo enferme- 
dod por Mycoplosmo sinovioe esta muy difundido en las mono—  
dos de gollinos y do reocciones cruzados con el ontlgeno de_ 
Mycoplosmo gollisepticum. Este ontlgeno esta formodo por uno 
suspensién inactivodo de la cepo de Mycoplosmo gollisepti 
cum»
Ahoro bien, pueden existir oves que yo hayon estodo en —  
contacte con micoplasmos y toi vez la reaccién indique en el 
momento de oporecer como positiva, que la enfermedod no es - 
ERC pues pueden ester formodos en époco anterior. Pero, por_ 
el contrario, la reaccién negative puede dorse en los comieri 
zos de la infeccién por micoplasmos,por lo yo descrito.
Por ello se vio que este ontlgeno solo tiene volor para - 
indicor si un grupo de oves estuvo o no con anterioridod en_ 
contocto con micoplasmos y para deducir si une monade esté - 
libre de micoplosmos y osl prévenir les reproduceiones no —
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contominodas.
Técnicas del onélisis serologico.
6.1.6.1. Fijocién del complemento.
Preporocién de ontlgeno.
Preporor froscos conteniendo 100 c.c. de medio Hoyflick - 
(1965) (glucose, orginino, ureo).
Sembror con crecimiento reciente en medio liquide, en 5 - 
de ellos.
Incuber o 37SC durante 4 a 6 dies.
Recoger el crecimiento centrifugondo el coldo o 18.000 r. 
p.m. durante 1 bore.
Decanter todo el liquide quedondo en el tube 2 c.c. de —  
fonde. Resuspender esto porcién en solucién omortiguodora s£ 
lino de veronal al 1/50 de su volumen original. Al oModir la 
solucién omortiguodora, si el volumen original de coldo del_ 
que partîmes era 1 litre, se debe resuspender solo en 20 c.c. 
de solucién omortiguodora (1/50 del volumen primitive). Affa­
dir fenol liquide (0,5 c.c. por 100 c.c. de omortiguodor) co 
mo conservodor.
Antes de probar el ontlgeno dejorlo reposer durante 2 o 3 
semonos o 37&C o colocor el tube en oguo hirviendo durante - 
30 minutes. Esto suele éliminer la octividod anticomplementa 
rio del ontigeno; después se titulo poro octividod onticom—  
plémentorio y hemolitico. Se usa el método Klomer-Eogle. La
microtécnica oplicada ol método Klomer se ho empleodo con —  
muy buenos resultodos.
Se uson en codo pruebo dos unidodes del ontigeno anterior 
con dos unidodes de complemento y dos de hemolisino.
Los onticuerpos que desvion el complemento oporecen desde 
el 72 dio después del comienzo de lo infeccion. Su titulo ojj 
mento ropidomente. Pueden persistir vorios meses.
6.1.6.2. Aglutinocion. 
a ) Aglutinocion lento del suero.
Técnico:
Mezclodos suero y ontigeno, los tubitos se colocon 2 ho—  
ros o bono morio o 372C y luego se guordon en nevero todo lo 
noche, ol dio siguiente se dejon o temperoturo ombiente hos- 
to que pierdon el frio y se reolizo lo lecturo.
La oglutinocion oporece tipicomente en los cosos (+)• El_ 
oglutinodo se deposito como pielecitos sobre el fondo del t£ 
bo, mientros que el liquide restante quedo cloro mos o menos 
opolino.
Lo moximo dilucién del suero con oglutinocién ol 50 % se_ 
designo como titulo finol.
Cuondo hoy resultodo (-) lo suspensién no se oltero, yo - 
que los micoplosmos sedimenton més lentos y folto lo bolo de 
sedimentocién.
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B) Aglutinocion ropido del suero.
Técnico:
Sobre portoobjetos se mezclo 1 goto de ontigeno de mico—  
plosmos con 1 goto del suero o de dilucién de éste. Se mueve 
el portoobjetos con cuidodo 2 minutes y se lee el resultodo.
Poro determiner el titulo finol del suero se trobojo con^ 
diluciones de éste en progresion geométrico con foctor de d^ 
lucién 1/2 .
Poro lo lecturo de lo reoccion se don tiempos diferentes. 
Nogrii recomiendo leer ol cobo de 1 minute. Holder ol cobo - 
de 4 minutes.
Con resultodos (+) oporece oglutinocién de fléculos grue- 
sos, con resultodo (-) el liquide permonece turbio.
Lo oglutinocién lento es mos sensible que lo ropido y per 
mite uno volorocién cuontitotivo por volorocién de los sue—  
ros.
6.1.6.3. Hemoglutinocién.
Técnico:
Con los cultivos de micoplosmos se hocen series de dilu—  
clones de 1/2 hosto 1/64 y se mezclon con suspensién de glé- 
bulos rojos de cordero ol 2 %, el resultodo se lee o los 30_ 
minutes de permonecer en temperoturo ombiente.
De gron impertoneio poro lo copocidod oglutinonte es que 
el cultivo seo joven, pues decrece con lo ocidificocién del_
coldo y su formocion es moximo en pH 5,5 (generolmente en e£ 
te momento el medio esta turbio y omorillo dorodo).
El titulo del suero es dodo por lo mos olto dilucién, pe£ 
mitiendo observer lo oglutinocién de los glébulos sensibili- 
zodos.
Los hemoties se tronsformon en oglutinobles en presencio_ 
de onticuerpos especificos. Los sueros o titular eston des—  
complementodos, después diluidos en suero de conejo inoctivo 
do, obsorbido con los glébulos de cordero.
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Reoccion de inhibiciôn de la hemoglutinocion.
Se troto de inhibir lo octividod hemoglutinonte de mico—  
plasmas por onticuerpos homologos.
El ontigeno hemoglutinonte se closifico segun un sistemo_ 
coprichoso, osi:
Dilucién 1/2   2 unidodes.
1/4   4 unidodes.
1/8   8 unidodes.
I/I6 ........ 16 unidodes, etc.
Se preporon diluciones de suero 1/2 hosto 1/64 con solu—  
cién fisiolégico. Se oPiode el ontigeno y después de 20 minu­
tes o temperoturo ombiente se onode lo suspensién de eritro- 
citos ol 2 %.
Al cobo de 30-40 minutes o temperoturo ombiente se leen - 
los resultodos.
Lecturo:
Positiva: inhibicién de 8 unidodes de ontigeno con uno d£ 
lucién del suero ol 1/32 y volores superiores.
Sospechoso: inhibicién de 8 unidodes de ontigeno en dilu­
cién de suero 1/8 hosto I/I6 .
Negotivo: hoy hemoglutinocién en todos los diluciones del
suero o inhibicién solo en concentrocién l/2 o l/4.
Este método es muy conveniente poro lo determinocién del_ 
grodo de contominocién de un grupo de onimoles, poro lo que_
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basta demostrarlo en el 10 ^  de los animales, y porc compro- 
bor los reocciones poco cloras o sospechosos de oglutinocién.
6.1.6.4. Aglutininos ol frio. Criooglutinocién.
En este coso el onticuerpo es uno mocroglobulino que ogl£ 
tino glébulos rojos de odulto a uno temperoturo de 4 grodos_ 
y que esté presente o titulos bojos en muchos personas normo 
les.
Se desorrollo durante la segunda o tercera semana de la - 
enfermedod y disminuye después lentomente.
Los titulos altos pueden ester osociodos con la oporicién 
de une onemio hemolitico.
Los onticuerpos del Streptococcus MG se presenton genero_i 
mente en el 40 % de los cosos pero lo osociocién résulté o - 
veces inespecifico.
Estas oglutininos fries son pues eloborodos en el cürso - 
de lo infeccién.
Estos oglutininos fries oporecen hocio el 72 dio, son mé- 
ximos ol 152 dio, decrecen y desoporecen después de lo convo 
lecencio.
Lo reoccién no es vélido més que o un titulo superior o - 
1/64.
Estos criooglutininos son mocroglobulinos o onticuerpos - 
IgN de especificidod I, distintos de los onticuerpos especi­
ficos descubiertos por inmunofluorescencio, fijocién de com­
plemento o inhibicién del crecimiento.
Segûn la técnico de Krech y Modde (1966), la songre se —  
colento dos horos o 372C. Se centrifugé y el suero se titulé 
o 42c contre eritrocitos del grupo 0.
Existe uno pruebo de orientocién ropido que es:
Pruebo répido de los criooglutininos.
Técnico de Gorrow (1958).
Se ponen 0,2 c.c. de songre obtenido por puncién de un dje 
do o del lébulo de lo orejo,en un pequeno tubo de ensoyo que 
contengo 0,2 c.c. de citroto sédico ol 3,8 %, Se topo el tu­
bo y se le peso repetidos veces por la superficie de unos cju 
bos de hielo, se le dejo tumbodo en lo superficie del hielo_ 
duronte 15 segundos. Se retira el tubo tomondole con unos —  
pinzos y se dejo deslizor lo songre sobre lo superficie de - 
vidrio del tubo oun frio.
Se considéra positiva la presencio de uno oglutinocién flo 
culor grosero y como negotivo lo folto de oglutinocién o lo_ 
presencio de uno oglutinocién fino.
Lo criooglutinocién no es uno reoccién muy utilizodo para 
el diognéstico, pues no es muy especifico, yo que o veces e£ 
fermes infectodos por Mycoplosmo pneumonioe no eloboron ogl£ 
tininos frios y ofecciones diverses,como cirrosis mononucle£ 
sis infeccioso, se ocompoRon de uno eloborocién de criooglu- 
tininos.
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6.1.6.5. Produccion de hemolisinas.
Una de las propiedades de los micoplasmos es la de produ- 
cir hemolisinas.
Somerson y Clyde hon demostrodo la oporicion de alfa hem£
lisis en glébulos rojos de cobayes y ovejos, y beta hemoli—
sis en glébulos rojos de cobollos.
Ambos outores coinciden en que el Mycoplasme pneumonioe - 
es la unico especie de micoplosmos humonos que produce beto_ 
hemolisis en songre de cobolla, mientros que las' demos espe­
cies la presenton alfa.
Segun las técnicas de Black, la hemolisis en general de­
pends de une serie de variantes:
a) densidod de la colonio.
b) composicién del medio.
c) otmésfero de incubocién.
d) delgodez de la cubierto de songre en el ogor.
e) pH del media.
Técnico.
Verter uno delgodo copo de ogor songre (unos 3 c.c.), pr£ 
parada ol 5 %  de songre de cobolla a humono y ol 3 ^ si es - 
songre de cobaye, en medio ogor PPLO sobre cuyo superficie - 
se presenten yo las colonias bien crecidos.
Incuber estas places a 3720 en onoerobiosis (sistema Gos- 
pok), en jarres de onoerobiosis, y ol cobo de 24 é 48 horos_
yo se empiezo o oprecior la hemolisis.
Puede decirse que es entre el dio 6 ol 8 de cultivo, cuoji 
do la hemolisis esté mos neto.
6.1.6.6. Propiedodes hemoodsorbentes.
Los colonios de Mycoplosmo pneumonioe obsorben los hemo—  
ties de gollino, conejo, roto y mono.
Esto hemoobsorcion es continuodo en uno segundo fose de - 
lo lisis de los glébulos rojos.
6.1.6.7. Inmunofluorescencio indirecto.
Lo fluorescencio como medio de identif icocién de los ont_i 
cuerpos es un método poro "morcorles" y poder observorles ol 
microscopio fluorescente, comprobondo los reocciones ontige- 
no-ont icuerpo.
Fue el primer método utilizodo por Liu Chien, en 1957, p£ 
ro el diognéstico serolégico de los pleuroneumonios otipicos 
primitivos debidos ol ogente Eaton.
Técnico.
El fundomento de esta técnico es el siguiente:
Frotis o certes conteniendo ontigenos se troton con onti­
cuerpos odecuodos "morcodos" por un tinte fluorescente.
Cuondo se realize lo reoccién ontigeno-onticuerpo el ont£ 
cuerpo y el coloronte se montienen y se hocen visibles cuon­
do se estudion en el microscopio fluorescente.
El ontigeno poro estos microorgonismos esté formodo por -
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cortes de embriones de gallina infectodos. Huevos de trece - 
dios son inoculodos por vio omniotico y después incubodos 7_ 
dios o 372c.
Los pulmones y lo porte inferior de lo troqueo son oislo- 
dos y congelodos o Q2C y cortodos, con un nicrotomo de congje 
locién, en copos de 4 o 5 micros que son depositodos sobre - 
uno lominq portoobjetos, descongelodos bruscomente y fijodos 
con ocetono, se conservon a -2Q2C.
Codo pulmén provee de 100 o 200 copos.
Otro monero de obtener el ontigeno es o partir de colo- - 
nias jévenes obtenidos sobre la superficie de ogor enriquec£ 
do.
Los diluciones de las sueros a titular deben ser reolizo- 
dos en suero fresco de coboyo diluido ol I/IO con un tomp6n_ 
de veronal a pH 7, yo que segun Liu, los sueros frescos de - 
hombre y coboyo contienen un factor vecino del complemento - 
que fovorece la reaccién ontigeno-onticuerpo.
Un frotis conteniendo los microorganismos se cubre con —  
suero ontibocteriono de conejo.
Después, o las 10 a 30 minutes, el suero que no reoccioné, 
se élimina por lovado,y el frotis se troto con globulino on- 
ticonejo, fluorescente.
Los célulos bocterionos que reoccionoron con el ontisuero, 
serén envueltos con los onticuerpos de conejo (globulino) y_ 
par ello reoccionoron con la globulino morcodo ont icône je, -
lo que se identifico por fluorescencio.
Esto técnico es de gron sensibilidod.
Detecto onticuerpos que oporecen o lo 22 y 32 semono de - 
lo enfermedod que persisten un oMo o mos y evolucionon poro- 
lelomente o los onticuerpos neutrolizondo lo infeccion del - 
ogente Eoton (Mycoplosmo pneumonioe) en lo roto olgodonero.
6.1.6.8. Inhibiciôn del crecimiento.
a ) Dilucién en tubitos.
B) Discos.
a ) Dilucién en tubitos.
Dilucién de ontisuero y suspensién de micoplosmos, ogre—  
gondo cultivos de la mismo especie y contidod.
Incubondo 24 o 72 horos y comporondo con el control.
B) Discos.
Lo inhibicién del crecimiento de micoplasmos olrededor de 
un disco impregnodo de ontisuero especifico con titulo elevo 
do es un método poro identificocién, pero no permite un est£ 
dio detollodo cuontitotivo.
Medionte la preporocién de discos multiples con ontisue—  
ros, mojondo la punto de coda bondo rodiol del disco en un - 
ontisuero diferente, podemos determinor de qué micoplosmo se 
troto.
Colocomos la bondo con discos de lo mismo contidod de on­
tisuero en el ogor de cultivo de los micoplosmos y o los 3 é
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4 dias se mide la inhibicién.
6.1.7. Inhibicién del crecimiento.
6.1.7.1. Inhibicién del crecimiento. Inhibicién de re- 
duccién del cloruro de 2,3,5, trifenil tetrozolio.
Uno solucién ocuoso de cloruro de 2,3,5, trifenil-tetroz£ 
lio conservodo fuero de lo luz es ogitodo y odicionodo a un_ 
cultivo de micoplosmos llquido en uno concentrocién final de 
0,05 %.
Uno unidod TTCR, es decir, la mayor dilucién de cultivo - 
do lugor a un combio de color después de un periodo de incu- 
bocién de 10 a 12 dios a 372C en oscuridod, para évitât la - 
fotoreduccién del tétrazolia.
El suero a titular descomplementodo esté diluido en serie 
de dos en dos en un media standard.
A coda tubo se le oflode une dilucién de cultivo en ebull£ 
cién, conteniendo une unidod TTCR.
La lecturo se suele realizor el 6# dio, cuondo loe titulja 
clones porolelos del inéculo indicon que uno unidod TTCR es­
té présente en el test.
6.1.7.2. Inhibicién del crecimiento. Inhibicién de lo_ 
fermentocién de la glucoso.
Utilizomos la técnico de Le Pois (1970).
La odicién de suetd que contiens los onticuerpos especif^
cos o un cultivo de Mycoplosmo pneumonioe, inhibiendo lo muj^  
tiplicocién del microorgonismo, inhibe lo ocidificocion de - 
un medio de crecimiento que contiens 1 % de glucoso y rojo - 
fenol.
Un test colorimétrico se uso poro lo titulocién de los o£ 
ticuerpos séricos, su presencio se troduce por el no viro}e_ 
del indicodor.
Poro su reolizocién los sueros descomplementodos son di—  
luidos de dos en dos en un medio de cultivo enriquecido de - 
glucoso y rojo fenol.
A codo dilucién sérico se oftode oproximodomente 100 unido 
des.
Los tubos son cerrodos herméticomente o 372C, durante 5 - 
dios. .
El titulo del suero es dodo por lo moyor dilucién que im- 
pide uno bojodo de pH de medio unidod, opreciodo por compor£
cién con el pH de los tubos testigo, inoculodos con el mismo 
numéro de microorganismos en ausencia de ontisuero.
Los onticuerpos que inhiben el metobolismo son de opori—  
cién lento, hocio lo 22 y 32 semono de la enfermedod, y cre- 
cen hosto el 6# mes, después de la infeccién.
6.1.8. Test del DMA homélogo.
Lo técnico de identificocién por el test DMA- homélogo d£ 
do por Roqul y col. (1965) y Reich y col. (1966), no se pro£
tica en los exomenes rutinorios por las técnicas tan especio 
lizadas que requieren. Es una técnico muy segura.
En la mayoria de los cosos sus resultodos son coinciden—  
tes con las del diognéstico serolégico.
6.2. Métodos para estreptacocos.
6.2.1. Método poro conservocién y transporte.
Para la conservocién y transporte utilizomos el media - - 
Loeffler, guordéndoles en nevero a -202C. Coda 6 meses se di£ 
ran resiembras en plaças de ogor songre, comprobondo sus - - 
pruebos de esterilidod e identificocién.
6.2.2. Métodos de identificocién.
Los Streptococcus viridons fueron sometidos a las siguie£ 
tes pruebos morfolégicos, fisiolégicos y bioqulmicos para su
identificocién.
6.2.2.1. Pruebos morfolégicos.
1) Observocién en vivo, reolizodo o los 34 horos de cult£
vo en medio Tood-Hewitt en la que se onoté la forma y tamoMo.
2) Tincién de Grom reolizodo a los 48 horos de su siembro
en medio Tood-Hewitt y en oguo de peptono, en los que se ob­
servé la forma y su posible voriocién con la edod, colorocién
—i ’G —
Gram y el tomono.
En los cultivos en plaças observomos los distintos ospec- 
tos morfologicos.
6.2.2.2. Pruebos fisiolégicos.
a ) En coldo comun y medio Tood-Hewitt observomos el crec£ 
miento, turbidez, formocién de pelfculo, sedimento.
B) Relocionomos lo morfologio con lo fisiologio o trons—  
formociones ocurridos ol vorior los componentes del medio.
6.2.2.3. Pruebos bioquimicos.
Alfo hemolisis en ogor songre y ogor chocolote. 
Crecimiento en medio ogor songre con cristol violeto.
No crecimiento en ogor MocConkey.
No hidrolisis de ogor esculino.
No resistencio ol color.
Solubilidcd en bills.
Actividod cotolésico.
Actividod oxidosico.
Sensibilidod o lo bocitrocino.
No sensibilidod o lo optoquino (resistencio).
Sensibilidod o lo oxocilino.
Formocién de lévonos.
Crecimient) en med Mitis solivorius.
Crecimiento med Bornes.
Método serolégico Loncefield.
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6.2.2.3.1. Alfa hemolisis.
A) En agor sangre.
Realizor lo siembra del Streptococcus viridons sobre l o -  • 
superficie de plaça de agor sangre, en estrfas paralelos, se 
incuba a 37@C. Observar al cabo de 24-48 horas.
La degradacién incomplete; de la hemoglobina forma alrede- 
dor de las colonias un enverdecimiento caracterfstico, deno- 
minado alfa hemolisis.
B) En agor chocolate.
Por calentamiento de la sangre en la preparacidn de este_ 
medio se produce la desintegrocidn de los hematfes, liberân- 
dose asi lo hemoglobina y con ello se facilita su utilizacidn 
por estos microorganismos.
La siembra se debe realizar en estrias paralelos y deben_ 
incuborse a 37BC en onoerobiosis, observondo el crecimiento_ 
al cabo de 24-48 horüs.
La alfa hemolisis en este medio se observa fâcilmente.
6.2.2.3.2. Crecimiento en agor sangre con cristal
violeta.
El cristal violeta octJa en pequeRos concentraciones como 
inhibidor de numerosos microorganismos Gram positives, mien- 
tras que los Streptococcus viridons no resultan doMados.
Se siembra en superficie y se incuba a 37@C. Al cabo de -
24-48 horas se observa el crecimiento.
6.2.2.3.3. No crecimiento en agor MocConkey.
Los soles biliores y el violeta cristal inhiben numerosos 
microorganismos Gram positives. La loctoso con el indicodor_ 
de pH ro)o neutro, sirve para la demostrocion de la fermente; 
ci6n de la loctoso.
El crecimiento del Streptococcus viridons es inhibido por 
este medio.
6.2.2.3.4. No hidrolisis en ogor esculino.
La hidrolisis del glucdsido en glucoso y esculetino y su_ 
posterior reocci6n con el hierro se monifiesto por uno colo- 
rocidn oscuro sobre la superficie.
Incubondo a 37SC durante 24-48 horas los cultivos, para - 
el coso del Streptococcus viridons no se monifiesto esta hi­
drolisis.
6.2.2.3.5. No resistencio ol color.
Se prépara un cultivo de 5 c.c. en coldo nutritive de lo_ 
muestro.
A los 24 horas de incubocidn a 37^C se siembra en la mi—  
tod de uno plaça de agor sangre.
Después de tornado la muestro para sembror, se coliento el 
tubo de cultivo o 60GC a boRo maria durante 20 minutes. Con_ 
este cultivo se siembra la otro mitod de la plaça de agor —
— o ' ' )  —
sangre. Se incuba la plaça a 37*C durante 24 horas.
En el coso de ser un cultivo de Streptococcus viridons so 
lo se présentera crecimiento en la primera mitod de la place 
sembrodo por no resistir este microorgonismo la occién del - 
color.
6.2.2.3.6. Pruebo de la solubilidod en bilis.
Esta pruebo sirve pore diferencior los neumococos de los__ 
estreptococos alfa hemoliticos.
El Streptococcus pneumoniae es sensible a los combios de_ 
tensiôn superficiel, que es reducido por la octividod de las 
soles biliores, no ocurre lo mismo con los estreptococos al­
fa hemoliticos.
Pore la pruebo se siembra en coldo glucosodo y se utilize 
un cultiva de 18 horas.
Se numeron très tubos colocondo en code uno de ellos 0,5_ 
c.c. de cultiva. A las tubas 1 y 2 se les ogrego une goto de 
hidrdxido s&dico N/2 para éviter la precipitocidn de los sa­
les biliores por ester a pH inferior a 6,5.
Al tubo 1 se le ogrego une goto de la soluci6n de desoxi- 
colato s6dico al 10%.
La reoccidn positiva se oprecio por el ocloramiento del - 
cultiva en el tubo 1 y ocosionolmente en el tubo 2.
Incuber los tubos durante 1 bore, en bafTo maria a 37&C oji 
tes de considérer negative.
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6.2.2.3.7. Actividod cotolosico.
Consiste en detector lo produccion de lo enzimo cotoloso. 
En presencio de lo cotoloso, el perdxido formo burbujos:
2 H 2 O 2  — —>  2 H 2 O  +  O 2
Lo reoccidn se puede hocer en porto o en tubo.
Reoccién en porto.
Agregor o uno colonie oislodo en el porto uno goto de - - 
^2^2 30 volumenes de preporocidn reciente.
Reoccién en tubo.
Colocor en un tubo pequeMo (120 x 8 mm.) 1 o 2 c.c. de —  
oguo destilodo o oguo de peptono. Emulsionor uno contidod s^ 
ficiente de cultivo puro para obtener une suspensién espeso.
AModir 2 é 3 gotos de oguo oxigenodo de 30 volumenes; no_ 
ogitor; la presencio de burbujos de gos indice lo presencio_ 
de une cotoloso.
6.2.2.3.8. Actividod oxidosico.
Consiste en la produccion de indofenol (citocromo) oxido-
so.
Enzimo oxidoso + reoctivo ---» producto purpura.
En el centre de un pequeno popel de filtre (Wotmon 1) co- 
locodo sobre une lamina de cristal, se colocon 2 6 3 gotos - 
de uno solucién ocuoso ol 1 % de clorhidroto de tetro-metil-
parafenileno-diomino.
Con pipeto Pasteur se coloca en estrlo unas tamas de cul­
tivo (cultivo de 24-48 horas en agar) sobre el popel, impre& 
nado del reactivo.
Una coloracion violeta «arrén que aporece inmediatamente, 
prueba la existencia de una oxidaso en el sistema enzimotico 
del nicroorganismo.
6.2.2.3.9. Sensibilidad a lo bocitrocino.
Utilizodo poro diferencior los estreptococos del grupo A_ 
(•f) de los otros estreptococos beta hemoliticos.
Se siembra en superficie en ploco de agor sangre y se de- 
posito en el centre un disco impregnodo con 2 , 5  6 10 unido- 
des (Oxoid) de unidod de bocitrocino. Incubor a 37*0 y se ob 
servo a las 24 haros.
Si hoy halo de inhibicién olrededor del disco, el esirep- 
tococo es del grupo A.
6.2.2.3.10. Sensibilidod a la oxocilino.
La técnica es la misma y el disco es de 2, 5 ug de oxoci- 
lina (Oxoid).
6.2.2.3.11. Resistencio a la optoquino.
Utilizado para diferencior el Streptococcus pneumoniae de 
los estreptococos olfo hemoliticos, por su mayor sensibilidod 
e la optoquino (clorhidroto de etilhidrocupreino).
- 0 , 1 -
Uno concentracion de 1/50.000 inhibe a Streptococcus pneu 
monioe mientros que o los otros estreptococos no.
Préparer discos de popel (Wotmon 1) de 1 cm. de diometro. 
Colocorlos en uno cojo Pétri y esterilizorlos en outoclove.- 
Secorlos en estufo o 37GC.
Repartir en coda disco uno goto de solucién de optoquino_ 
al 1/q q en agua destilodo. Secor.
El microorgonismo o estudior se siembro en estrios porol£ 
las sobre la superficie de unoplaça de ogor sangre.
Se coloca un disco sobre las estrias. Se incuba o 37SC.
El Streptococcus viridons es resistente o este reoctivo.
6.2.2.3.12. Formocion de lévonos (Oxoid).
Utilizomos esto pruebo poro demostrocion de dextrono y 1^ 
vono por el Streptococcus viridons.
Se reolizo la siembra a partir de estrias de un cultivo - 
reciente. Se incuba a 37GC y al cabo de 48 horos oporecen —  
unas colonias que a trovés de los dios von tomondo un ospec- 
to de cero corocteristico.
6.2.2.3.13. Crecimiento en medio mitis solivo- - 
rius (Oxoid).
Al sembror en este medio e incubor a 37GC oporecen sobre_ 
lo colorocién ozul del medio los colonios de Streptococcus -
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viridons y micoplosmas, con un ozul oscuro intense que perm_i 
te su diferenciocion.
6.2.2.3.14. Método serologico.
Esto prueba esté bosodo en lo existencia, en lo mayorlo de 
los estreptococos de un constituyente bocteriono de natural^ 
zo polisocdrido llomodo poliosido C 6 sustoncio C, cuyo es—  
tructuro quimico varia de unas especies a otros. Actuolmente 
se reconocen 18 grupos conteniendo coda uno un polisoc6rido_ 
particular.
Método de Loncefield.
Sembror la cepo en 100 c.c. de coldo glucosodo. Incubor - 
48 boras a 37@C. Centrifugor. Emulsionor el sedimento en - - 
1,5 c.c. de écido clorhidrico N/5 y colentor a lOO^C a ba8o__ 
maria durante 10 minutes. Centrifuger y neutralizor el sobre^ 
nadante con soso 1/5 N en presencio de rojo de fenol.
La reaccién ontigeno anticuerpo es une reoccién de preci- 
pitocién. Consiste en repartir en une serie de tubos copilo- 
res de vidrio, unas gotas de los distintos ontisueros (Difco). 
Se topo un extreme del tubo con plostilino y por el otro Io­
de se introduce unas gotas del extracto problème obtenido. - 
Se de je en contacte 5 minutes.
En el tuba donde se corresponde el polisocérido del estre£ 
tococo y los onticuerpos del ontisuero, oporece un onillo de 
precipitocién en la zona de contacte de ombos.
7. Métodos de tinciones.
Existe gron dificultad en la reolizocion de las tinciones 
de estos microorganismos debido o la corencio de pored, por_ 
lo que tomon dificilmente los colorantes hobituales, y por - 
su frogilidod se troceon fâcilmente.
7.1. Tinciones en medio liquido.
7.1.1. Coloracion Grom.
18. Preporor la extensiân, dejarla secor, fijor con color 
muy suave.
28. Aplicar la solucién de violeta oxolotodo durante 60 - 
segundos.
38. Lovor con agua abondante, escurrir el excedente de 1^ 
quido.
48. BoMar con solucién yodo yodurodo de lugol durante 60_ 
segundos.
58. Lovor con agua abundante.
68. Inundar con alcohol de 958. Incliner el portoobjetos_ 
moviéndolo hacia adelante y hacia otros duronte 30 segundos.
78. Lovor con agua abondante.
88. Aplicar la solucién de sofronino durante 45 segundos.
98. Lovor con agua abondante.
108. Dejar secor al aire o secor con popel.
Miror con objetivo de inmersién.
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7.1.2. Coloracion Giemsa.
18. La extensién secada ol aire se fi jo durante 30 siinu—  
tos con alcohol absoluto,0,5 minutos con alcohol metflico y_ 
después de jar secor.
28. Se tlMe durante 20 a 30 minutos con una solucién de - 
10 gotos de solucién Giemsa complementada hasta 10 c.c. con__ 
agua destilodo pH 7,2.
38. Se lava la extensién can agua destilodo.
48. Sé seca al aire en posicién vertical.
7.1.3. Colorocién Hpy-GrUnwald.
18. Se gotean 0,5 c.c. de la solucién de Moy-GrUnwold sin 
diluir sobre la extensién no fijada y secada al aire. Se dé­
jà octuor durante 3-5 minutos.
28. Se aPfade la mismo contidod (0,5 c.c.) de agua destilo 
do (pH 7,2) y se mezcla cuidadasamente con la solucién colo­
rante oplicoda, moviendo el portoobjetos. Dejar durante 5-10 
minutos.
38. Lovor can oguo destilodo (pH 7,2) hosto que la exten­
sién tome tonalidod roso pélido.
7.1.4. Colorocién simple.
18. Extender can osa de plotino el cultiva sobre el porto.
28. Secor sin colentor.
38. Cubrir can el colorante durante los siguientes tiem—  
pas:
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a) Fuchina fenicoda de 15 a 30 segundos.
b) Cristal violeto de 30 o 45 segundos.
c) Azul de netileno de 3 o 5 minutos.
4 2 . Lovor con oguo con suovidod.
58. Observor con objetivo de inmersién.
7.1.5. Colorocién Loeffler.
18. Depositor lo suspension en el porta.
28. Aplicar solucién de ozul de metileno Loeffler y dejor^ 
lo octuor de 3 a 5 minutos.
3 8 . Lovor con agua destilodo y secor.
4 8 . Observar con objetivo de inmersién.
7.2. Tinciones en medio sélido.
Los colonios crecidos en medio sélido pueden ser observo- 
dos directomente en las plocos o trovés del microscopio est£ 
reoscépico Wild M5, observéndose el crecimiento sobre el - - 
ogor o o trovés de objetivo de inmersién de colonios oislo—  
dos colocodos entre porto y cubre.^^^^^°
7.2.1. Tincién Dienes.
Seguimos el método de Dienes (1967).
Técnico.
a ) Fijocién.
Los cultivos son expuestos todo lo noche, o mejor, duron-
O b s t r v a c i ô n  m i  c r o s c o p i c a
d t  c o l o n i a s  s o b r t ryor
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te unos dies, a vapor de 8 gotos de uno solucién de formold£ 
hide ol 37 %, colocodo sobre un popel de filtro situodo en - 
lo topo de uno ploco Pétri (invertido).
Los plocos se cierron o guordon en un recipiente cerrodo_ 
poro evitor lo difusién del formoldehido.
B) Preporocién de cubres teBidos.
Poro ello podemos utilizer Azur II, Azul de toluidino, —  
tionino y sofronino.
Lo tincién més recomendoble es con ozul de toluidino.
Un osa de ozul de toluidino ocuoso ol 2 %  se mezclo sobre
un cubre (24 x 40 mm.) con un oso de uno solucién ol 20 % de 
écido tortorico y se extiende con suovidod sobre el cubre.
Después de seco es ligeromente frotodo con un trozo de p£ 
pel de filtro poro oceleror la cristolizocién del écido tor- 
térico.
En el coso de reolizorse la tincién con sofronino, 2 c.c.
del colorante se disuelven con calentamiento en uno solucién
ol 20 % de écido tortérico; esto solucién gelifico ol en- —  
friorse, pero con suove colentomiento se licuo.
Se colocon dos osas de esto solucién sobre los cubres co- 
lentodos o 509C y después de secos,como en los otros coloroji 
tes, se froton con popel de filtro.
c) Preporocién y tincién de rebonodos de ogor con orgoni^ 
mos.
Se corton finos rebonodos de la superficie del ogor en —
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las que esté el crecimiento, después de su fijocién con for- 
molino.
La utilizacién para los certes de ho je de afeitar do Bue­
nos resultados.
Las fines rebanadas de ogor se colocon sobre el cubre, t£ 
Rida y calentado, el cultiva calacado sobre la tincién. Esta 
preporocién debe hacerse can ropidez para evitor el secado.
Para que no se séparé la pellcula del ogor del cubre, se_ 
monta en un parta con bélsama del Canadé, tocando los bardes 
de las léminas con el bélsomo, sobre todo en los cosos en —
que el medio tiene més del 1,15 %  de ogor, o si lo rebonada_
no es lo suficientemente fina.
Es de sumo cuidodo no presionor los copos de ogor, pues -
las colonios son fécilmentè deformodos.
Durante todo el praceso es muy interesante mantener la —  
temperature de 50-608C.
El método més simple para mantener esta temperatura es co 
locar en la mesa de tràbajo un flexa con una bombilla de - - 
100 W., o bien estufo de 500C.
7.2.2. Tincién de colonios para técnico de fotogra-
ffa.
18, Préparer cubreabjetas, con un hisopo de olgodén for—  
mondo uno fino copo y uniforme dé colorante Dienes, dejar —  
secor.
— .1 .0 0  —
28. Cortar un taco de 1 cm. cuadrado, del ogor que conte£ 
go los colonios sospechosos que se von o tenir.
38. Colocor este toco sobre un portoobjetos, con el Iodo_ 
que contiene los colonias hocio orribo.
48. Colocor un cubreobjetos, con el lodo con colorante h£ 
cio obojo, sobre el ogor.
58. Exominor con objetivo de inmersién después de 15-20 - 
minutos.
68. Para conservor la preporocién, conviene sellor el cu­
breob jetos al portoobjetos con porofino fundido.
IV. PARTE EXPERIMENTAL
1. MICOPLASMAS.
Introduccion.
A1 iniciar lo tesis cotnenzomos por conocer los microorgo- 
nismos de nuestro estudio, poro lo que utilizomos los tecni- 
cos generoles de diverses outores, encontrodos en lo biblio- 
grofio y los describimos en el copitulo de moterioles y méto 
dos.
Pero cuondo efectuomos modificociones en los técnicos yo_ 
descritos, obtuvimos olgunos resultodos que ogrupomos y des- 
cribimos en nuestro porte experimental, formondo los siguie£ 
tes oportodos:
a ) Conservocion - congelocion.
B) Envejecimiento.
C) Voriociones morfolégicos.
D) Disgregocién.
Porte general.
Microorganismos.
Mycoplasma pneumonioe; Mycoplosmo fermentons; Mycoplosmo 
hominis; Mycoplosmo orole tipo 1 ; Mycoplosmo solivorium; My- 
coplosmg cepo T (Mycoplosmo ureoliticum) ; Mycoplosmo loidlo- 
wii de nuestro coleccién.
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MEDIOS.
Liquides Hoyflick especificos de crecimiento. Medios de —  
identificocién y conservocién.
Medio bifâsico.
Sélidos: Especificos de crecimiento, identificocion y co£ 
servocién.
Tinciones:
Aparté del método general de tincién de micoplosmas, es - 
decir, del método Dienes, nosotros ensoyomos las tinciones:
Grom; Moy-GrUnwold; Giemsa; Cristal violeta; Tionino.
Los tinciones se reolizoron de extensiones de los cultivos 
liquides a de certes del ogor de cultivo entre cubre y porto 
métodos Follon y Witlestonêw (1969).
Observocién.
Lupo estereoscépico; microscopio ordinorio; fotomicrosco- 
pio Zeiss.
Técnico.
Los siembros en medio liquido se reolizoron por el siste­
ma de diluciones en serie: formâmes une serie de 10 frosqui- 
tos de vidrio de 2 c.c. de copocidad y cierre con topén de - 
rosco, al oModir 1,5 c.c. de medio especifico para coda mic£ 
plasma y 0,5 c.c. de inéculo y cerror con topén de rosco lo_ 
cémoro de aire que quedo en el interior del tubo es minima -
*o
y
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pues estos microorganismos requieren onoerobiosis.
Los diluciones en serie se reolizon de la forma siguiente:
Siembra de 0,5 c.c. de muestro en 1,5 c.c.ds medio llqui- 
do, en el primer tubo. Tomomos 0,5 c.c. de este tubo y lo pa 
èomos sabre 1,5 c.c. de medio del segundo tubo, asi hasta el 
tuba 9; el tuba a frosquito numéro 10 es testigo.
Los diluciones formodos en nuestro estudio son:
1/3; 1/12; 1/48; 1/192; 1/768. Asi formomos uno serie con 
distintas concentraciones de crecimiento en un mismo numero_ 
de dios de incubocién, esto nos permits utilizer el tubo mos 
odecuodo en coda memento de cultivo segun see pore resiem- - 
bras, tinciones, coleccién, etc.
El crecimiento se visualize par el cambia de color que —  
oporece en el medio de cultivo, yo que estos medios contie—  
nen un indicodor que varia su colorocién segun la variocién_ 
de pH que présenta cada microarganismo en su métabolisme.
Los siembros en media bifésico se reolizon inoculondo 1 - 
goto a uno tomo de colonia de la muestro y se deposito sobre 
el liquido que constituye este medio.
La incubocién, tinciones, conservocién, etc., se hocen de 
la mismo monero que en el método onteriormente descrito.
Después de la incubocién de los tubos o 378C, un numéro - 
de dios segun el microorgonismo, reolizomos los siguientes - 
ensoyos con el tubo numéro 1 de coda serie:
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o) resiembros en medio liquido para formor nuevo serie.
b) tinciones.
c) siembra en plocos.
d) pruebos de identificocion.
Al comprobor el crecimiento en medio liquido, posomos o - 
los siembros en ploco por inundocion de lo superficie con —  
1 c.c. de inéculo y retirodo del sobrenodonte con pipeto ol_ 
cabo de 15 minutos. Reolizomos este sistemo de siembra por—  
que en los ensoyos segun los técnicos generoles comprobomos_ 
que sembrondo con osa de plotino o con coyodo de vidrio, los 
crecimientos de estos microorganismos oporecion muy troceo—  
dos, mientros que los siembros efectuodos por el sistemo ci- 
todo no presentobon roturos ni desgorros en el crecimiento - 
de colonios.
De coda serie se tomo 1 tubo poro conservor coleccién en_ 
nevero.
Los incubociones de los plaças se reolizoron a 378C en om 
biente COg creodo por el sistema Gospok.
Con los crecimientos en plaças se reolizoron:
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a) tinciones.
b) pruebas de identificacién.
c) coleccioné
a ) Conservocién - Congelocién.
Los nuestros de micoplosmos potrén se conservoron liofil^ 
zodos o en cultivos en medio Loeffler o Hoyflick especificos, 
o -20®C en nevero. Con los muestros se hicieron 2 series. —  
Unos que codo 6 meses se volvfon o resembror, reolizondo los 
pruebos de crecimiento e identificocién poro codo uno de los 
microorgonismos, y otros que se montuvieron sin utilizer po­
ro comprobor o los 2 oRos su conservocién.
b ) Envejecimiento.
En este trobojo trotomos de observor los modificociones - 
ocurridos en los cultivos de micoplosmos cuondo se les mon—  
tienen duronte vorios dios en incubocién, hosto el ogotomie£ 
to de los medios de cultivo y lo destruccién de sus formes - 
morfolégicos.
Tonto en los medios de cultivo liquides como sélidos, for 
memos dos ensoyos: serie con ousencio o odicién de 6 .66éUl/c. 
c. de penicilino G sédico. De toi monero que los series li—  
quidos sin penicilino se siembron en places sin penicilino y 
los series liquidas con penicilino se poson o plocos con pe­
nicilino.
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Cofflenzamos por realizor vorios resiembros en medios liqu^ 
dos poro posor o plocos microorgonismos jévenes.
C) Voriociones morfolégicos.
En los pruebos de comprobocién de esterilidod e identifi- 
cocién de los muestros potrén de micoplosmos conservodos a - 
-208C en medio Hoyflick duronte 2 oRos, nos encontromos con_ 
modificociones que nos sugirieron el siguiente trobojo: com­
probocién de los voriociones ocurridos en los muestros con—  
servodos duronte 2 oRos o -208C.
Técnico.
Tomomos un tubo de codo muestro de los que no se hobion - 
utilizodo nunco y los sembromos en los medios llquidos y sé­
lidos especificos, utilizondo los métodos yo descritos.
Desdoblomos codo serie de cultivos liquido y sélido en —  
dos, segun que el medio presentoro o no penicilino (6 .666UI/
C » C •
Poro los cultivos en medio liquido se hicieron codo 5 - - 
dios nuevos series, en un totol de 5 series poro codo micro­
orgonismo (25 dios).
Los plocos se incuboron hosto 30 dios. Efectuéndose los - 
siembros de codo serie con liquidos de tubo 1 y 2 poro codo_ 
microorgonismo.
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D) Disgregacién.
Trotomos de comprobor los Aodificociones que sufren los - 
micoplosmos por lo occién del oguo destilodo, de distintos —  
concentrociones de soles (dorure sédico) y por el efecto de 
lo centrifugocién.
Técnico.
Reolizomos lecturos de densidodes épticos en espectroco—  
lorimetro, tinciones y siembros en plocos con los liquides - 
de cultivo jévenes de micoplosmos.
Seporomos el trobojo en los siguientes ensoyos:
1) Accién del oguo destilodo.
2) Accién de los distintos disoluciones de cloruro sédico.
3) Efecto de lo centrifugocién.
1) Affodimos 10 c.c. de oguo destilodo estéril sobre 10 —  
c.c. de cultivo de codo micoplosmo en su medio Hoyflick esp£ 
cifico.
2) ARodimos 10 c.c. de disoluciones de cloruro sédico en_ 
concentrociones 0,9 %, 2 %  y 8 %  formondo uno serie de 4 tu­
bos y un testigo poro codo coso en codo cultivo joven.
Dejomos en repose duronte 1 horo o temperoturo ombiente,- 
ol cobo de lo cuol se reolizon lecturos de densidodes épti—  
COS, tinciones y siembros en plocos con estos llquidos.
3) Se centrifugon cultivos jévenes de micoplosmos en sus_ 
medios liquides especificos de crecimiento o 27.000 r.p.m. -
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durante 20 minutos. Recogemos el sedimento y formomos con el 
uno extension sobre portoobjetos. Tenimos con el método Grom 
y Dienes. Con el liquido de centrifugocién sembromos en los_ 
diferentes plocos.
2. IfOUCClON DE FORMA L.
Antecedentes.
Cuondo un microorgonismo es sometido en un cultivo o unos 
condiciones especioles, pueden oporecer modificociones en su 
morfologlo y biologic, entre los que se encuentron, lo pérd^ 
do de la pored celulor, conduciendo o uno distorsion o pleo- 
morfismo en ese microorgonismo.
A veces, este pleomorfismo constituye un estodio entre lo 
forma normol y lo formo final de lo vido de lo bocterio, pe­
ro, en otros ocosiones, constituye yo uno fose estoble.
Se designo con el término "formo o fose L" de uno bocte—  
rio, o lo vorionte morfolégico de los bocterios que crecen y 
se multiplicon en medios especioles o monero de portlculos - 
muy pequeRos o formas globosos pleomérficos, corocterizodos_ 
por tomor con dificultad los colorantes. En general, si ol - 
cesor sobre ellos la accién del agente inductor no revierten 
a la bacteria de origen, son considerodos como formos o fo—  
ses L estobles.
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Se puede decir que ho existido induccion o formo L cuondo 
coexister! estos corocteres:
o) desoporicién de lo integridod de lo estructuro de lo - 
pored.
b) evitocion de lo lisis osmotico.
c) multiplicocién de los formos obtenidos.
Ahoro bien, los soculos de peptidoglicono de lo pored pu£ 
den verse ofectodos o evitor su formocién o o disgregor los_ 
yo formodos.
La transicién de lo formo bocteriol o lo fose L esté de—  
terninodo por dos grupos de foctores:
o) los corocteristicos de los especies.
b) los condiciones experimentoles.
Existen, pues, gron numéro de medios de crecimiento de es^  
tos formas, pero el poder llegor o reunir un sistemo induc—  
tor depende de la relacién de lo especie bocteriono con lo - 
accién del ogente inductor para lograr el efecto final busca 
do.
Esto plurolidod de foctores ho dodo lugor a numerosos tro 
bajos, de los que citoremos olgunos.
Poro inducir lo formo L de Streptococcus pneumoniae y - - 
Neisseria gonorrheae, Modoff y Dienes (1958) utilizan como - 
estabilizodor osmético la sacarosa, comprobondo que es util;
I2 poro, si se incorpora cloruro sédico no se logro lo induc- -
IDLIOTEC A
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ci6n en estos microorgonismos. Condiciones distintas son las 
dodos en 1972 por Bibel y col. poro estreptococos, y en 1973 
por Bocigolupi poro Neisserio gonorrheoe.
En el COSO de Escherichio coll se ho demostrodo que no —  
hoy induccion oRodiendo fosfoto ol ogor, pero se logro uno - 
gran produceI6n o crecimiento utilizondo socoroso (Hi)mons y 
Dienes, 1955),
El Streptococcus del grupo viridons, no sigue lo reglo g£ 
nerol de los bocterios Grom positivos de ser inducidos o fo£ 
mo L incrementondo el contenido de cloruro sddico del medio, 
siendo lo produccién moyor cuondo se utilizo fosfoto (Hoy- - 
flick, 1969).
I
Uno posible lisis osmético puede ser evitodo por "estobi- 
lizocién" de la membrono de la cdlulo, logrondose esto con - 
el uso de iones de mognesio en dosis minimos, creondose pro- 
toplostos m6s resistentes a lo voriocién osmdtico y meconico. 
Esto ho sido probodo en Escherichio coli y neumococos.
Segun Londmon y Tinozo (1961) lo onoerobiosis es un foc—  
tor, o veces esenciol, en lo induccidn, como en el coso de - 
solmonellos y estreptococos hemolfticos, pero no es neceso—  
rio en los subcultivos de la Formo L. Se puede ofirmor lo —  
fflismo poro el foctor pH del medio.
Poro los sueros se ho comprobodo, por ejemplo, que en - - 
Neisserio gonorrheoe se puede utilizer el suero de cobollo,- 
pero no el de conejo, ni el humono.
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Tulasne y Brisou (1955) demostroron que la acciôn de cie£ 
tas vitominas suplen los proteinas animales, llegondo Tulos- 
ne a ofirmor: "Los formas L fi)o de los bocterios son indis- 
tinguibles de los orgonismos conocidos como orgonismos del - 
tipo de lo pleuroneumonfo (OTPP)."
De iguol formo que el ogor blondo y lo utilizoci6n del —  
suero fovorecen el crecimiento de lo formo L, el ogor endure^ 
cido combinodo con menor contidod de suero fovorece lo reve£ 
sidn o lo formo bocteriono. Londmon y col. (1968) obtuvieron 
lo reversi6n de Bocillus subtilis o lo formo L por reducci6n 
de lo disminucion del suero y oumentondo el ogor ol 20 %,
El extrocto de levoduro (Morston, 1961) y lo yemo de hue- 
vo (Schmitt - Slomskoy y col. 1967) oyudon o lo reversidn. 
Grosset y Bonifos (1951) y Dienes (1971), describen los -
-Il',
formas L de los Enterobocterioceos y del Proteus logrodos —  
grocios o la occién de lo penicilino. Como ogentes inducto—  
res podemos citor la listo siguiente:
AGENTES IMIUCTORES PARA LA OBTENCION DE FORMA L DE
BACTERIAS
Agente inductor Organismo Referencio
Penicilino ......... S. aureus .......... Dienes Shorp (1956)
Estreptococos A,B,G.
P. vulgoris.
Bocitrocino ........ S. pyogenes ........ Gooder Moxted (1961)
N. meningitidis .... Roberts (1967)
Cefolotino ....... N. meningitidis ....
Voncomicino ........ N. meningitidis .... Roberts (1967)
Ristocetino ........ N. meningitidis ....
D- cicloserino .... S. pyogenes ........ Michel y Hijmons (i960)
G licino.......... S. typhoso ......... Dienes y col. (1950)
Lisino (grupo C) ... S. pyogenes ........ Freimer y col. (1959)
Lisino (grupo D) ... S. foecolis ........ Bleiweis y Zimmermon (1961)
Lisozimo ........... 8 . subtilis ........ Londmon y Holle (1963)
M. tuberculosis .... Willet y thocore (1966)
Lisostofino ........ S. oureus .......... Wotonokunokorn y col.(1969)
Anticuerpo ......... S. typhoso ......... Dienes y col. (1950)
Complemento ........ V. choleroe ........ lonetto y Wedgwood (I960)
Norris J.R. y Ribbons D.E.: Methods in microbiology, 1972. - 
Vol. 7A.
Acodemic Press London and New York.
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Existen sustoncios que disuelven la mureino existente, c£ 
mo lo lisozimo, que cotolizo lo union entre el ocido muromi- 
co y lo N-ocetil-glucosomino. Ahoro bien, los distintos esp£ 
cies tienen diferentes respuestos poro lo occién de lo liso­
zimo.
Londmon y Holle (1963) utilizon lo lisozimo poro el Boci­
llus subtilis y King y Gooder (1965) poro Streptococcus foe­
colis, pero, encuentron dificultod en lo obtenci6n de sus —  
formas L.
Los ominoocidos tombiën pueden octuor como ogentes induc- 
tores; osi, lo glicino en medios hipert6nicos es utilizodo - 
en los trotomientos de Solmonello y Hoemophylus influenzoe,- 
tol vez por lo sustitucién en lo codeno del ocido mur6mico.- 
Rubio-Huertos, Beltro y Sontoolollo (1972) obtienen uno for­
mo L estoble de Agrobocterium tumefociens, despues de 40 po­
ses en medio s6lido que contenio 4 %  de glicino.
Perez-UreRo, Espinoso, Borosooin y Portol6 s (1974) llegon 
o lo induccidn de esferoplostos por lo occi6n de EDTA, liso- 
zymo y ontibidticos que octuon a nivel de pored celulor, com 
probondo que lo occidn decrece en este orden: penicilino, bci 
citrocino, novomicino y fosfomicino, lo que porece demostror 
que lo formocidn de esferoplostos esto mas fovorecido por —  
los ontibidticos que octuon en los ultimos foses de polimer^ 
zocidn del mucopdptido, que por los que intervienen en los - 
foses onteriores de lo sfntesis de lo pored. Iguolmente com-
pruebon que la induccion depende de lo dosis, de lo noturolje 
zo del ontibiotico y del momento de crecimiento del microor- 
gonismo.
Trotondo primero con EDTA y luego con lisozymo se pueden_ 
oislor cubiertos de lo copo de Escherichio coli K 12 y me- - 
dionte pruebos estructuroles y quimicos, Coroo, Serrono, - - 
Leol y Muftoz (1974), demuestron lo ousencio de lo copo de —  
peptidoglicono (mureino), denominondo a estos frocciones - - 
"fontosmos", o los que Broude (1970) hobfo denominodo "for—  
mos blondos".
Existe el coso sencillo yo que Poetshke ho producido for­
mo L de Corynebocterium (difteroides) simplemente exponiendci 
les ol suero humono normol, lo que en cierto modo puede ex—  
plicor lo presencio frecuente en el loborotorio de cosos de_ 
endocorditis boctefiono subogudo producido por difteroides de 
curse persistente y resistente o lo penicilino.
En nuestro trobojo tomomos como ogente inductor lo penic£ 
lino, pués es el ontibi6tico que se ogrego o los medios de - 
cultivo utilizodos en el crecimiento de micoplosmos, poro po 
der yo fijor un foctor constonte en los cultivos de micoplo£ 
mos y formo L, temo de nuestro trobojo.
De este ogente inductor se sobe que el momento de oRodir- 
le o los cultivos es importonte, pués en el coso del Proteus, 
por ejemplo, si se oRode lo penicilino ol finol de lo fose lo 
goritmico, se induce el 10 ^ de bocterios, mientros que,cuo£
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do el antibiético es onodido ol principle, lo induccion es - 
minima.
La concentracién de penicilino es interesonte, como en el 
COSO de los neumococos o de los estreptococos bemoliticos, - 
que con concentrociones minimos inhibitorios se obtuvieron - 
directomente colonios de formo L.
Por ello Giloin y Stodtsboeder (1971) llegon a ofirmor —  
que lo produccion "in vitro" de colonios L depende de lo seji 
sibilidod de lo cepo original: los Stophylococcus oureus mos 
sensibles producer, un moyor numéro de colonios L. Inversomeji 
te, los estofilococos poliresistentes no se tronsformon ope- 
nos en formo L con los tosos normolmente utilizodos.
Boris y col. (1969) muestron que los estofilococos produ- 
cen uno sustoncio copoz de inhibir el desorrollo de los for­
mes L "in vitro".
Porece, pués, que en coso de infeccién es suficiente que_ 
uno porte de lo poblocién microbiono resisto el ontibiético_ 
poro inhibir lo tronsformocién o formo L, presenténdose, por 
ello, o veces, problèmes teropéuticos.
De iguol forma que existen uno gron contidod de medios, - 
microorgonismos y ogentes inductores citodos por los outores, 
tombién existen diversidod de formos obtenidos en estos cul­
tivos, dondo lugor o gron voriedod de términos poro designor 
los formos encontrodos, que contribuyen o dificultor lo ob—  
tencién de conclusiones semejontes.
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Yo en 1894, Pfeiffer, en sus estudios sobre Vibriun choie 
roe encuentro formas que las désigna como formo L.
Hoffstordt y Yourmons (1932) describen los colonios G.
Klieneberger-Nobel en 1935 denomino formos L o los obten£ 
dos de su Streptobocillus moniliformos, estobleciendo en - - 
1949 su origen y significodo y en 1951 su ciclo entero.
Eogle en 1948 publico unos trobojos sobre lo penicilino,- 
describiendo el "fenomeno porodéjico de zono",
Weibull en 1953 introduce el término "protoplosto", tomo£ 
dolo de la botonico, poro unos microorgonismos obtenidos en_ 
su loborotorio.
Brown y col. (1971) denominon los formos A y E de proto—  
plostos obtenidos de Clostridium botulinum.
Por todo esto diversificocién, conviens reolizor uno bre­
ve descripcién de los términos encontrodos, o monero de oris£ 
tocién.
Protoplosto.
Célulo osméticomente frégil, sin pored celulor. No puede_ 
multiplicorse, pero puede oumentor de tomoRo.
El onolisis ontigénico de los protoplostos revelo lo ou—  
sencio de ciertos frocciones ontigénicos que existfon en lo_ 
pored de lo bocterio de origen.
El onolisis quimico permits controstor lo ousencio de - - 
ciertos cuerpos quimicos, reunidos por Solton (1953) bojo el
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nonbre de "complejo mucoide", siendo el mos conocido el oci­
do diominopimélico.
Todos los investigodores odmiten, en efecto, que los pro­
toplostos son incopoces de reproducir bocterios de origen, - 
pués son incopoces de pintetizor uno pored nuevo, incluso si 
se les provee del moteriol qufmico odecuodo.
Presenton lo imposibilidod de reproducirse en medios s é H  
dos.
Brenner y col. (1958) sugieren que todos los formos gronu 
lores que crecen en los procesos de induccién son potenciol- 
isente réversibles, existiendo o lo vez protoplostos y esfero 
plostos que presenton unicomente uno membrono citoplosmético; 
por tonto los ontigenos de lo pored celulor estén ousentes o 
SM>dificados. Esto mismo ero demostrodo por Tulosne y Brisou_ 
(1955), cuondo observon lo disminucién del ontfgeno 0 poro - 
Proteus vulgoris, mirobilis y Solmonello.
Esferoplostos.
Célulos cuyo pored celulor esté porciolmente olterodo y - 
ho perdido total o porciolmente su rigidez.
Lourio (1971) encuentro, en sepsis crénicos, estos célu—
los conjuntomente con formos L y formos que él designo como_ 
"formos oberrontes."
Esto persistencio de uno porte de la pored, permite o los
I J o -
esferoplastos absorber ciertos fogos. Algunos fogos tienen - 
lisinos que pueden producir crecimiento de forma L "in vi- - 
tro". Asi cultivos infectodos con fogos dieron lugor q lo —  
formocion de crecimiento de formo L. Es posible que este me- 
conismo ocurro tombién "in vivo", lo que podrlo explicor lo_ 
evolucion de olgunos infecciones cronicos.
Por contor con porte de pored presenton el poder de divi­
sion directo y lo posibilidod potenciol de sintetizor de nuje 
VO lo pored compléta, o seo la reversion hacio lo formo boc­
teriono de origen.
Lo estructuro de los esferoplostos ho sido estudiodo por_ 
Weis en 1973 poro los de Pseudomonos aeruginosa.
Colonia G .
Compuesto de elementos gronulores. Son colonios muy pequ£ 
Ros, o veces puntiformes.
Formas L .
Poro las formos L hemos recopilado las designociones y —  
opiniones en las que se boson el moyor numéro de outores po­
ro describirlos.
Dienes los divide en dos tipos: o) formo L de tipo A, b)- 
formo L de tipo B.
o) Formo L de tipo A: se desorrollo sobre los mismos me—
IrJl-
dios que las bactéries de origen.
1) Aspecto generol sobre medios solidos de estos formos.
Tienen un diometro de 2-5 urn. Centro incrustodo y oureolo 
mos o menos morcodo, delgodo y tronsporente.
2) Examen microscopico de las colonios.
a) Con controste de foses.
Eston formodos por gron contidod de elementos romos, cuer 
pos globosos, mostrondo o veces imogenes de medio luno.
En el centre de lo colonia estos cuerpos globulores eston 
omontonodos unos con otros a monero de uno moro.
b) Exomen citoldgico.
TeRidos con Giemso se presenton como cuerpos globosos, —  
formondo mosos con lo poco uniformidod bosôfilo yo citodo —  
(Levoditi y Henry en 1948). Guerdon su ospecto redondeodo —  
cuondo eston poco opretodos en lo periferio de lo colonia, y 
toman ospecto poligonol cuondo eston opretodos en el centro_ 
de lo colonia.
3) Corocterlsticos.
Revierten o lo bacteria de origen cuondo se suprime el —  
ogente que ho provocodo su formocion.
Lo corocteristico de obsorber fogos es montenido por este 
tipo de formo L.
4) Multiplicacion.
Con controste de foses se observe lo multiplicocion por - 
division directo de los cuerpos globosos. Estos son expulso- 
dos o lo superficie o se ocumulon y formon uno oureolo tron£ 
lucido en lo periferio de lo colonie. Porece ser, pués, uno_ 
odoptocién temporal para los bocterios cuyo pored ho sido —  
eliminodo por el bloqueo provisionol de poder sintetizorlo,- 
perdiendo el factor condiciononte de lo rigidez necesorio p£ 
ro montener lo formo habitual de lo bocterio.
Forma L de tipo B: con olgunos excepciones, este tipo de_ 
formas L solo se desorrollo en medios enriquecidos.
1) Aspecto general de estas formas sobre medios sélidos.
Son generolmente muy pequeRos. Su diometro es 500^m. Al_
principio de su desorrollo se presenton como pequeRos mon- - 
chas oplostadas, de contornos irregulores, ligeromente in- - 
cluidos en el medio. Mas torde, un cierto numéro de elles se 
hocen un poco mes grandes y redondeodos, ligeromente obombo- 
dos y olconzon la superficie.
2) Aspecto microscépico.
o) Controste de foses.
Cuondo son jévenes eston constituidos por gronulociones - 
muy fines (de 250-500vum, ogrupodos por porejos. Estos cuer­
pos globosos oporecen como voclos. Formon o menudo un peque-
Ro collar olrededor del centro granuloso de lo colonio.
b) Exomen citol6gico.
TeRidos por Giemso, los gronulociones y los cuerpos globo 
SOS oporecen como elementos enteromente bosofilos.
3) Corocteristicos.
Los formas L de tipo B son estobles. No revierten hacio - 
los bocterios de origen, incluso cuondo se le suprime el - - 
ogente inductor. Su cultivo es inhibido por los ontisueros co 
rrespondientes, reolizondose en 1973 por Wotonobe, un test - 
serolégico de lo fose L. No poseen el poder de obsorber fogos.
Los gronulociones, de los que eston constituidos, poson o 
trovés de los membronos filtrontes, midiendo 250yum. segun - 
Tulosne (1950) y Lovilloureâc (1956).
Wyrick y col. (1973) reolizon un estudio de estas formos_ 
con nuevos métodos genéticos.
TRABAJO DE IM)UCCI0N
Los técnicos de induccién se monton en dos trobojos:
1) Induccién de forma L "in vitro".
2) Induccién de forma L "in vivo".
1) Induccién de forma L "in vitro".
Para realizar nuestro trobojo de induccién de formo L "in 
vitro" de Streptococcus viridons, reolizomos los ensoyos si- 
guientes:
— I  '  /, —
a ) Induccién en medio sélido.
b ) Induccién en medio liquide.
C) Induccién en medio bifésico.
a ) Induccién en medio sélido.
Se trato de someter al Streptococcus viridons o lo occién 
del ogente inductor cuondo esté creciendo en medios sélidos.
Portimos de crecimientos recientes, formondo colecciones_ 
poro posteriores comprobociones.
Microorgonismo.
Streptococcus viridons 38487 y 38566 de nuestro coleccién.
Medios.
Lfquidos: Tood-Hewitt y los de identificocién.
Sélidos: Agor 1,5; ogor 0,8 Jt y los de identificocién yo_ 
descritos en el capitule de moterioles y métodos.
Métodos*
Tomomos uno colonio de Streptococcus viridons de creci- - 
miento de 24 horos en ploco de ogor songre y la sembromos en 
media Tood-Hewitt. Incubomos o 379C duronte 24 horos, ol co- 
bo de los cuoles reolizomos los resiembros en plocos de ogor 
medionte inundocién de lo superficie de los plocos con el —  
coldo de cultivo y retirodo del sobrenodonte ol cobo de 15 - 
minutes, con pipeto.
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Incubacién a 372C, en otmésfera de COg, producido por el__ 
sistemo Gospok y en oerobiosis.
Reolizomos tincién Grom con los cultivos liquides y colo- 
rocién Dienes poro los colonies.
En code ensoyo hocemos resiembros en medios corentes del_ 
agente inductor, para comprobor en qué momenta de la induc—  
cién oporecen formas astables.
Desdoblomos la induccién en medio sélido, en los siguien- 
tes opartodos:
A^) Induccién por odicién de la penicilino al medio.
Ag) Induccién por odicién de la penicilino en un surco —
reolizodo en el media de cultivo.
Ag) Induccién poredicién de la penicilino en un disco so­
bre la superficie del media de cultivo.
A|) Induccién poroJicién de la penicilino ol medio de cu^
tivo.
La occién del antibiético inductor se logro de esta mone- 
ro en maso, es decir, sobre las colonias que von creciendo - 
sobre la superficie.
Los unidodes oRodidos a los medios son 6 .666U /c. c. y —
13.222U /c.c. de penicilino G sédico, por ser los unidodes -
de penicilino oRodidos a las medios de cultivo de micoplos—  
mas.
La observocién con lupo estereoscépico se realize ol cobo
-IcY,-
de 2 o 4 dios de incubocién del cultivo.
Ag) Induccion por odicién de la penicilino en un surco —
reolizodo en el medio de cultivo.
Sembromos los plocos con un cultivo liquido de 24 horos,- 
quitomos el sobrenodonte con pipeto e incubomos 4 horos poro 
secor la superficie. Reolizomos un corte o surco en la re- - 
gién central con uno espotulo, de las plocos de ogor 1,5 y - 
ogor 0,8 %, segun técnico de Norris y Ribbons (1972), en el__ 
que depositomos con pipeto diluciones de 6.666 y 13.222Ul/c. 
c. de penicilino G sédico.
Al cobo de 2 a 4 dios las colonios de estudio oporecen en 
la zono préximo ol surco.
Ag) Induccién por odicién de la penicilino en un disco s£ 
bre la superficie del medio de cultivo.
Reolizomos lo técnico habituai de ontibiogromos, segun —
procedimiento de Bouer y col. (1966), colocondo un disco -
de popel Wotmon n@ 2 con 6.666 y 13.222Ul/c.c. de penicilino 
en el centro de los plaças de agor 1,5 y agor 0,8 %, previo- 
mente serobrodos por inundocién de la superficie y retirodo - 
del sobrenodonte ol cobo de 15 minutes.
Asi se observon con lupo estereoscépico los combios morf£ 
légicos ocurridos en la zona de occién de estos discos.
- 1 2 7 -
B) Induccién en medio liquide.
La occién del agente inductor en este coso se realize en_ 
cultivos liquides. Estos crecimientos son més répidos y para 
montener la occién del antibiético y evitor la toxicidod de_ 
los productos metobélicos formodos en el crecimiento de es—  
tes microorgonismos boy que reolizor resiembros en series de 
diluciones coda 24 horos.
Medionte les series tenemos la posibilidod de tomor el t£ 
bo odecuodo segun necesitemos crecimiento abundant#, medio o 
etcoso, y osl en coda estudio reolizor fécilmente los prue—  
bas de identificocién y coleccién.
Curvo de crecimiento
El oRodir el agente inductor en un momento odecuodo del - 
crecimiento de un microorgonismo es uno de los foctores més_ 
interesontes del proceso de induccién, par ello comenzoeos - 
por trozor lo curvo de crecimiento de Streptococcus viridons 
en media Tood-Hewit.
Utilizomos motiaces Monod, que por su tubuloduro lateral - 
focillton efectuor lecturos periédicos sin riesgo de contanû 
nocién.
Reolizomos los lecturos de densidod épticos en espectro—  
colorImetro, en uno longitud de ondo de 580 mq.
Como potrén de referenda se utilizé oguo destilodo pora_ 
poder efectuor todos los lecturos dentro de la mismo longitud
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de ondo por lo gron voriocién de pH que oporece o lo largo - 
del crecimiento de estos microorgonismos produciendo combios 
la colorccién de los medios de cultivo.
T A B L A
Tiempo Dgnsidodes épticos
Iniciol ............  0,119
1.................  0,119
2 ............  0,131
3 ............  0,194
4 ............  0,252
5 ............  0,319
6 ............  0,398
7 ............  0,398
8 ............  0,387
24 horos ...........  0,244
Por la extensién del trobojo le desdoblomos en:
1) Induccién en medios con distintos unidodes de penicid
no.
2) Induccién en medios enriquecidos.
1) Induccién en medios con distintos unidodes de penicil^
no.
Formomos series de tubos con medios lfquidos bose y Tood-
CURV/l DE CRECIMIENTO -STREPTOCOCCUS_V1RI DANS • 
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Hewitt, a los que se les onoden 6.666 y 13.222Ul/c.c. de pe- 
nicilina G sodico (Uno serie sin odicién de penicilino pora_ 
control de crecimiento). A1 comprobor el crecimiento se siem 
bran los medios solidos a los que se les bon onodido los uni 
dodes de penicilino segun codo coso.
Técnico.
Tomomos uno colonio oislodo de ploco de cultivo de 24 ho­
ros en ogor songre y la llevomos o lO c.c. de liquide Tood—  
Hewitt, cultivomos o 379C y o los 24 horos leemos lo densi—  
dod optico en espectrocolorimetro. Llevomos por diluciones - 
lo lecturo o 0,250 (fose crecimiento). Tomomos 0,1 c.c. y —  
sembromos un tubo de medio liquido bose y medio Tood-Hewitt_ 
con distintos unidodes de penicilino, formomos los dilucio—  
nés en serie.
Por llevor estos medios liquides entre sus componentes un 
indicodor de pH (Ro}o fenol), podemos observer el crecimien­
to por lo voriocion de color o viroje que oporece o lo lorgo 
de su metobolismo, por olcolinizocién o ocidificocién del m^ 
dio.
Formomos 4 tubos poro codo serie de distintos unidodes de 
penicilino: uno poro resiembros; uno poro olmocenor en neve- 
ro; otro poro reolizor los tinciones, resiembros y pruebos - 
de identificocién, y el cuorto tubo se dejé crecer en pério­
des de tiempo definidos de incubocién poro observor lo evol^
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cidn del crecimiento y hocer los pruebos de reversién.
Se dieron 20 poses en los series que contenion 6.666/Ul/- 
c.c. y otros 20 poses en los series de l3.222Ul/c.c. de pen^ 
cilino. Formondo independientemente de estos dos series, uno 
tercero en lo que se dieron primeromente 15 poses en medio - 
con 6.666Ul/c.c. y a continuocién otros 15 poses en medios - 
con 13.222Ul/c.c.; es decir, un totol de 30 poses.
Estos poses se reolizoron coda 48 boros de crecimiento, - 
posondo en todos los cosos 0,1 c.c. de inéculo o 1,5 c.c. de 
medio estéril.
Se siembton los plocos de coda serie en medios ogor 1,5 %, 
ogor 0,8 ^ y ogor PPLO,por inundocién de lo superficie y re­
tirodo del sobrenodonte ol cobo de 15 minutes.
Incubocién o 37GC en otmésfero CO2 (5 %) siguiendo la té£ 
nico de Tulosne (1951) que recomiendo onoerobiosis. Utilizo­
mos los )orros de onoerobiosis con el sistemo Gos-Pok.
Los crecimientos liquides se observoron codo 48 horos con 
tinciones Grom, Giemso y Moy-Grunwold, y los plocos por tin- 
cién Dienes.
Sembromos en medio ogor gelotino con codo muestro poro ejn 
soyor lo reversién.
2) Induccién en medios enriquecidos.
Poro la induccién en isedios liquides encontromos en la b£ 
bliogroffo los experiencios de induccién de formo L de Strep
tococcus MG de Chonok y col. (1962) en los que recomiendon - 
lo utilizocion de un medio formodo por Brucelio-ogor (Albi—  
mi) o ogor tripticoso-sojo (BBL) e infusion de corozon de —  
buey (Difco) suplementodo con 10 de suero de cobollo y 10- 
15 ^ de socoroso; es decir, un medio muy enriquecido que pr£ 
sentobo un gron porecido con el utilizodo poro el crecimien­
to de micoplosmos. Por ello decidimos utilizer los medios e£ 
pecificos de micoplosmos en los ensoyos de induccién ol ser_ 
el objeto de esto tesis un estudio de comporocion de lo for­
mo L inducido en nuestro loborotorio y los micoplosmos, e iri 
cluso utilizer los mismos unidodes de penicilino que se ogre 
gon o éstos.
Técnico.
Tomomos uno colonio oislodo de ploco de ogor songre y lo_ 
llevomos a 10 c.c. de medio Tood-Hewitt, de donde tomondo —  
0,1 c.c. posofflos o sembror o los medios liquides de cultivo. 
Medios Hoyflick.
Reolizomos los lecturos de los densidodes épticos del cr£ 
cimiento en los medios liquides, utilizondo 580 de longi­
tud de ondo (potrén oguo destilodo). Incubomos 24 horos es­
tas series de diluciones y sembromos en los plocos de medios_ 
ogor 1,5%, ogor 0,8 % y ogor PPLO, por inundocién de lo su—  
perfide y retirodo del sobrenodonte ol cobo de 15 minutes.- 
Incubocién o 372C en otmésfero CO2 creodo por el sistemo - -
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Gaspok . Comprobamos las pruebos de identificocién y rever—  
sién.
c) Induccién en medio bifésico.
La induccién en medio liquido es un método lento de obse£ 
vocién, ol tener que reolizor los resiembros en medios liqu£ 
dos y luego posorles o sélidos poro lo observocién de los co 
lonios por lo que decidimos inducir formas L en un medio de­
nominodo "bifésico".
Este medio esté formodo por uno zono de ogor nutritive iri 
clinodo, sobre los que se oMode el medio liquido (Medio li­
quide Tood-Hewitt; Hoyflick o liquide bose de induccién) —  
con los diferentes grodientes de penicilino. Esto nos permi­
te observor o la vez el crecimiento en lo porte liquida, por 
el viroje del indicodor y en el medio sélido por observocién 
de los colonios que se von formondo sobre lo superficie del_ 
ogor.
Por cortes del ogor en pequeMos porciones, reolizomos més 
répidomente los pruebos de identificocién, tinciones y prue­
bos de reversién.
Este medio fue propuesto por Norris y Ribbons en 1972, po 
ro oquellos microorgonismos que por su frogilidod o tomoHo - 
necesitobon un soporte poro su crecimiento.
Los poses, los resiembros y tinciones en este medio, se - 
reolizoron de iguol monero que los descritos poro los trobo- 
)os onteriores.
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2) Induccion de Forma L "in vivo".
Antecedentes.
Mortimer en 1965 mostrobo, que estreptococos del grupo A_ 
de bojo virulencio, podion producir espontoneomente formas - 
L "in vivo" medionte uno sencillo inoculocién introperito- - 
neol en roton.
Hryniewicz y Mated (dotos sin publicor) oisloron lo formo 
L de estreptococos del grupo A, inoculondo este o rotones en 
vio peritoneal; ol monifestorse lo infeccién inyectobon en - 
covidod peritoneal la enzimo Hsccima llegondo o observor un - 
gron descenso en el numéro de bocterios, y por el controrio_ 
un oumento de formos globosos irregulores que se identifico- 
ron como formas L.
Guze y Kolmoson (1964) inoculoron rotones introvenosomen- 
te, con cultivos de Streptococcus foecolis, provocéndoles —  
pielonefritis, de toi monero, que ol trotor estos rotones —  
con penicilino y socrificorles en intervolos determinodos, - 
podion recoger los tejidos doftodos, con los que, previo homo 
genizocién, reolizobon cultivos en medios especificos de - - 
Streptococcus foecolis poro forma L. Al cobo de 13 semonos - 
de hober cesodo el trotomiento con penicilino, pudieron ob—  
server que el estreptococo inoculodo ol rotén yo solo se po- 
dio cultiver en medios especificos de formo L.
El microorgonismo hobio persistido en el rotén en lo for-
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no, toi vez, de protoplosto sin revertir.
En nuestro trobojo trotonos de obtener formos L de Strep­
tococcus viridons medionte induccion "in vivo"; es decir, —  
que lo occién del ogente inductor sobre el microorgonismo de 
estudio se efectue en el interior del onimol de experimento- 
cién.
Inoculomos uno suspensién bocteriono determinodo de Strep 
tococcus viridons. por via introperitoneol, y ol cobo de un_ 
tiempo y con unos condiciones determinodos, inyectomos solu- 
ciones del ogente inductor.
Lo observocién de los sintomos y lo recogido de muestros, 
con lo consiguiente identificocién de los microorgonismos —
del interior de los onimoles, nos permitié ver los modifico- 
ciones oporecidos en estos estreptococos.
Microorgonismos.
Streptococcus viridons 38487 y 38566 de nuestro coleccién.
Rotones.
Albinos de peso oproximodo 20 g. con los que formomos 5 - 
lotes de 5 rotones codo uno.
El former estos lotes de rotones fue poro réunir en el e£ 
tudio 2 foctores:
10. Lo observocién de los olterociones producidos por di£ 
tintas unidodes de penicilino sobre los microorgonismos ino-
— 1
cuiodos,en relacién con los diverses tiempos de socrificio - 
de los animales.
29. Lo observocién de los tronsformociones ocurridos en - 
lo onotomio y biologio de los rotones.
Distribuimos los lotes de lo formo siguiente;
Lote 1 control. Lotes 2, 3, 4 y 5 poro lo inoculocién de_ 
lo suspensién bocteriono e inyeccién de lOOOUl/c.c.; 2.000UI/ 
C.C.; éOOOUl/c.c .; y l2000Ul/c.c. de penicilino.
Medios.
Liquides: Tood-Hewitt y los de los pruebos de identifico­
cién.
Sélidos: Agor, 1,5; Agor 0,8 %; Agor PPLO y los de ident^ 
ficocién yo descritos en el copitulo de moterioles y métodos.
Diluciones de penicilino.
lOOOUl/c.c.; 2000Ul/c.c.; éOOOUl/c.c. y 12000Ul/c.c. de - 
penicilino G sédico.
Técnico.
Inoculocién de 1 c.c. de lo suspensién bocteriono por vio 
introperitoneol, previo onestesio por inholocién con éter de 
los rotones. Se inoculé uno suspensién de Streptococcus viri 
dons de un cultivo de 24 horos en medio Tood-Hewitt, que pre 
sentobo uno densidod éptico de 0,194 o 580 mu de longitud de 
ondo. (Bocterios en fose de crecimiento).
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A1 cabo de 15 minutes se les inyecto per v i a  subcutoneo 1 
c.c. de solucién de penicllina G s6dica con las siguientes - 
unidodes: 1000; 2000; 6000; y 12000 U/c.c.
Despues de las inyecciones y ol cobo de 3 , 6  y 24 boros - 
se socrificd un rotén de coda lote, reolizândose las pruebas 
siguientes:
a) Anotacién de los sintomas.
b) Sacrificio de los animales con diseccion y observocidn 
anatdmica.
c) Recogida de liquide peritoneal con pipeta Pasteur y de 
sangre per puncion cardiaco, efectuanda siembras en plaças - 
per el sistema de inundacion en el case de los liquides per^ 
toneales y per goteo sobre la superficie de la plaça con la_ 
sangre, para en ambas cases, extender per roovimientos circu­
leras sobre la superficie de la place de cultive.
d) Tinciones de extensiones de sangre, liquide peritoneal, 
exudados y colonies.
e) Tome de muestros de glandules y tejides olterodos.
f) Pruebas de identificocién de los microorgonismos.
Los medios de cultive en places son les utilizodos pore - 
crecimiento e identificacl6n de micoplosmas, forma L y Strep 
tococcus viridons formondo dos series pore code case, con oij 
sencio o odicidn de 6.666U/c.c. de penicilino porc comprober 
en estes siembras les médias mas idéneos de crecimiento y —
-i
las posibilidades de reversion.
A1 encontrornos en las autopsias mucasidades adheridas a_ 
las cépsulas suprarrenales y serosidodes en las asas intesti 
nales, tomamos una porcion con pinzo estéril y frotomos so—  
bre la superficie de un porta, extendemos y dejamos secar a_  
temperature embiente, pare peser a teMir.
Con otre porci6n sembromos medionte frotocidn sobre le sjj 
perficie de les plaças.
Cultivâmes tedes estes siembras a 379C en etmosfere COg - 
creede por el sistema Gespek.
Les resiembres se efectueron por el sistema "cuedredito", 
segun mltode Crewfard y Kreybill (1967).
El trabe}o fue desdobledo en dos partes:
1^^ enseyo: Inducci6n can une dosis de entibiotico.
Al cebe de 15 minutes de le inoculocién de le suspensi6n_ 
bocteriane, inyectemos por vio subcutoneo 1 c.c. de les dilju 
clones de 1000, 2000, 6000 y 12000UI/c.c. de penicilino G s^ 
dice, a les 5 ratones de code lote.
A les 3, 6 y 24 bores de estesinyecciones y previo obser- 
vecidn de los sintomas, se sacrifice un ret6n de code lote - 
en code tiempo ye indicedo.
Reelizomos con code une de los animales les pruebas ye iri 
dicedes.
20 enseyo: Induccidn con dos dosis de entibiético.
Tomondo un raton de code lote de los que yo estobon inocjj
-159-
lados, inyectofflos de nuevo por via subcuténea, despu6s de 10 
horas de la primera inyeccidn de antibiotico, con las unida- 
des de penicllina que carrespanden en cada casa.
A las 3 y 24 haras de esta inyeccion sacrificamos nueva—  
mente un raton de coda lote.
Efectuoma# los mismos pruebas que en el 1°^ ensoyo.
/
3. ESTUDIOS PARA LA COMPARACION ENTRE MICOPLASMAS Y LA FORMA 
L INDUCIOA.
Estoblecidas las condiciones de crecimiento e identifico- 
cidn de micoplosmas y de la forma L inducido, trotomas de —  
compororles en este capitule; es decir, someterles a creci—  
mientos en iddnticos condiciones de cultiva, y medionte va—
riocione* cuolitotivos y cuontitotivas de los médias nutri—  
cionoles destocor las voriaciones ocoecidos en coda una de — 
elles.
Seporomas el trobajo en varias ensoyos:
1) Pruebas de crecimiento comporativos:
a ) Influencio de la consistencia del ogor.
B) Influencio de las distintas unidodes de penicilino.
C) Influencio de las medios enriquecidos.
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2) Pruebas de identificocion comparâtivas:
a ) Filtracion.
B) Sensibilidad a la digitonina.
C) Patogenio y persistencia.
1) Pruebas de crecimiento.comparât ivas:
Cuondo reolizomos las ensoyos de induccidn de forma L y - 
los cultivos de micoplosmas,yo indicomos la existencio de —  
una relocidn entre las voriaciones de los componentes de los 
medios de cultivo y las modificociones morfoldgicos y biolé- 
gicos de los microorgonismos en ellos cultivodos. Por ello - 
en este capitule relocionomos coda factor de influencio con_ 
la modificocién en los microorgonismos, sus semejonzos y di- 
ferencios.
Corocteristicas générales.
Cultivas en medio liquide, especificog^ medionte poses su- 
cesivos para comprobor crecimiento y usor cultivos jovenes.
Cultivo sobre ogor en el medio bifésico. 4 poses de 3 - - 
dios coda uno, total 12 dios de incubocién.
Cultivas en plaças, observocién de crecimiento, pruebas - 
identificocién de las microorgonismos coda 4 dios.
Atmésfero COg (Gospok ), humedod y température a 37@C pr£ 
cintondo las places pore éviter contominacién.
Resiembres método Crawford y Kreybill (1967).
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Los foctores que se estudion son:
g ) Influencio de la consistencia del ogor.
Después de comprobor los crecimientos de nuestros mues- - 
tros en sus correspondlentes medios liquidos, sembromos coda 
microorgonismo en diverses medios sélidos de distinta con s i^ 
tencio de ogor monteniendo constantes los otros foctores de_ 
crecimiento y observâmes las modificociones morfolégicos, —  
tintorioles y bioqulmicos.
Microorgonismos: Micoplosmas de nuestro coleccién, forma_ 
L inducido.
Streptococcus viridons 38487 y 38566.
Médias.
Liquides: los especificos de crecimiento e identificocién 
de coda microorgon ismo.
Sélidos: Agor PPLO ogor 1,5 %, ogor 0,8 %; y las Médias - 
de identificocién y conservocién, y estas mismos con odicién 
de 6666U/c.c. de penicilino G sédico.
Técnico.
El numéro de plaças sembrodos para coda microorgonismo y 
coda medio fue 6: 2 utilizodos para resiembros; 2 para tin—  
ciones; 2 para permonecer un numéro indeterminodo de dios en 
incubocién hosto enve)ecimiento total.
Los plaças se sembroron por inundocién (inéculo 1 c.c.) y
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retirodo del sobrenodonte ol cobo de 15 minutes.
b) Influencio de los distintas unidodes de penicilino.
Proyectomos este ensoyo para observor la occién de la pen^ 
cilino G sédico sobre nuestros microorgonismos oborcondo es­
te efecto sobre cultivos en medios liquides y sélidos, corn—  
probondo con grodientes de este ontibiético; las unidodes —  
mes idéneos a utilizer en sus cultivos y las que son copoces 
de dor formas olterodos de su merfologla coma sistemos de —  
comparéeién.
La utilizocién del ogor Columbia se debe al intente de —  
comprobor la occién de distintas unidodes de penicilino en - 
crecimientos sobre medios enriquecidos diferentes a los esp£ 
offices de crecimiento (ogor PPLO).
Se sembroron les microorganismos en medios con distintos_ 
grodientes de penicilino odicionodos tonte a les médias If—  
quidos como sélidos, monteniendo constantes les demés focto- 
res.
Los unidodes de penicilino G sédico utilizodos fueron: —  
4000Ul/c.c.; 6000Ul/c.c. y l6000Ul/c.c.
Médias.
Liquides: les especificos de crecimiento e identificocién.
Sélidos: ogor PPLO; ogor 1,5 %; ogor 0,8 %; ogor Columbia 
y los medios de identificocién.
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Técnica.
Los fotos se hicieron con siembras de cultivos jévenes de 
4 pores en media liquida especifica.
Cultivas en médias liquides y siembras en places yo des—  
critos.
(FOTOS)
ogor PPLO 
ogor } , 5  % 
ogor 0,8 Jt 
ogor Columbio.— =%;---- .
400qyi/c.c.__________ 60qpui/c.c._______________ I600(yi/c. c .
M. fermentons 
H. loidlowii 
Forme L
c) Influencio de medios enriquecidos.
Considérâmes medios enriquecidos el media ogor PPLO, pues 
ilevo odicién de liquida oscitico, y en médias odicionadas - 
con suera de cobollo, ogor Columbia y Media Mi't'is solivoriui. 
Media para levonos.
Médias.
Liquidas: los especificos de crecimiento.
Sélidos: agar PPLO; agar 1,5 suero caballa al 10 JS; —  
agar Columbia.
Técnicos.
Los yo descritos.
(FOTOS)
Mycoplosmo fermentons 
Mycoplosmo cepo T 
Mycoplosmo Orale tipo 1 
Forma L indueIda
ogar*PPLO aga^ PPLO + p£ og^ hr C£ ogor f, 5 % +
nic lumbia suero cobollo
2) Pruebas de identificocién comporativos.
Generolizomos técnicos de diverses outores encontrodos en 
la bibliogroflo, hociéndolas utilizobles a todos nuestros —  
muestros, dondo as! un corâcter de comporocién a los résulte^ 
dos encontrodos, bien por seme)onza a par diferenciocién. .
Los pruebas reolizodos fueron:
a )  Filtrocién.
Introduccién.
La filtrocién es une propiedad utilizodo para el oislo- - 
miento o seporocién de bocterios de micoplosmas en muestros_ 
potolégicos, como yo se describié en el copitulo de Métodos.
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Nosotros utilizamos este método oqui para, mediants el —  
uso de filtres de tamafta de pore definida, poder comprabar -
si nuestros microorganismos en estudio, es decir, si mico---
plasmas, forme L inducido y Streptococcus viridons son capo- 
ces o no de otravesor estes pores y osi tener un método com­
parative.
La utilizocién de filtres de membrane para métodos bocte- 
riolégicos dota de 1918 cuondo yo eron utilizodos por Zsig—  
mondy y Bochmonn y mas torde Ho)na y Daman (1954) que llegan 
a determiner bocterios coliformes y microorgonismos de tipo 
porotlfico en oguos considerados potables,
Asimismo el método nos sirve para reconocimiento de forma 
L, pués yo Klieneberger-Nobel (1949), Tulosne (1953) y Haudo 
roy (1954), ofirmobon que las formas L otrovieson filtras —  
que detienen o las bocterios normales de origen.
Materioles.
Equipas de filtrocién descritos en el capitule de Materio 
les.
El traba)o fue desdoblodo en los siguientes ensoyos:
19. Filtrocién al vocio a trovés de filtres Millipore co- 
1ocados en embudo y motroz.
Voluaien filtrodo: 100 c.c. de coda muestro.
29. Filtrocién a trovés de filtras Millipore colocodos en 
jeringo estéril de cristol, segun experiencios de Wyrick y -
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col. (1971).
Volumen filtrodo: 2 c.c. de coda muestro.
3 9. Filtracion al vocio o trovés de filtres EKA.
Volumen filtrodo: 10 c.c. de coda muestro.
Preporociôn de los filtres.
Los operates de filtrocién provistos de los determinodos_ 
filtres se envuelven en popel fuerte y se esterilizon en au­
toclave o 1219C durante 30 minutas (conviene compenser la —  
presién par enfriomiento lento, pués se puede ramper el fil­
tra).
El oporota ya estéril, se conecto medionte topén de gomo_ 
perforodo o un fresco de succién, conectodo o su vez, mediori 
te un tuba odecuodo pore vocio con uno trompe o bomba de vo- 
cio.
En el coso de filtrocién o trovés de jeringos, los filtres 
se odquieren ya estériles de fobrico y solo es colocorles —  
con pinzos en embiente estéril en la jeringo.
Antes de la utilizocién los filtres fueron lovodos con —  
oguo bidestilodo estéril, poséndolo o su trovés pore orras—  
tror les posibles particules que pudieron interferir el pro- 
ceso. Esta fue especiolmente efectuodo en el casa de los fil^  
tros EKA, pues su composicién es més complejo posondo 20-40_ 
c.c. de oguo bidestilodo estéril.
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Técnica.
El crecimiento de los microorgonismos en estudio se reol^ 
z6 en sus correspondientes medios de cultivo, efectuéndose - 
los lectures de sus densidodes épticos en espectrocolorime—  
tro, o uno longitud de ondo de 580 um utilizondo oguo desti- 
lodo como potrén de referenda.
Al finolizor les filtrados por cuolquiero de las técnicos 
utilizodos, codo filtre fue recogido con pinzos estériles y_ 
troslododo o la superficie de les places de cultivo, quedon- 
do la superficie de filtrocién fntimomente pegodo a lo supe£ 
ficie de lo ploco. Los plocos utilizodos eron de ogdr PPLO - 
(por ser el medio més enriquecido). Los filtras fueron reti-
rodos o los 3 dios del contocto con la place.
Los liquides filtrodos fueron nuevomente leidos en el es- 
pectrocolor(métro, y sembrodos segun lo técnico hobituol de 
trobajo.
Se cultivoron o 379C en embiente COg y desde les 48 haros
hosto los 15 dios fueron observodos diorlamente les creci- -
mientos o trovés del microscopio estereoscépico.
Los pruebos de identificocién se reolizoron con codo II—  
quido de cultiva antes y después de la filtrocién.
Los tinciones fueron observodos y onotodos les modifico—  
ciones.
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b) Sensibilidad a la digitonina.
El trabajo consiste en someter o la occién de disoluciones 
de digitonina nuestros de micoplosmas, forma L inducido y —  
Streptococcus viridons para comparer la resistencio o sensi­
bilidad de code une de estes microorgonismos.
Nos bosamos en les experiencios de Rozin y Argomon (1963) 
que someten cultivos de micoplosmas, esferoplostos, forma L 
y eritrocitos humonos o la occién de les diferentes concen—  
trociones de digitonina.
Medios.
Liquides: los especificos Hoyflick (sin odicién de liqui­
de oscitico) de crecimiento o los que se les onodié un 20 
de socoroso como recomiendon estes outores
Disoluciones de digitonina:
Se disolvié 2,4 mg. de digitonina (Merck) en 10 c.c. de - 
oguo destilodo estéril; de esta dilucién modre, formomos di- 
luciones de 7 ug; 30 ug; 60 ug; 120 ug; y 240 ug de digito­
nina.
Técnico.
Reolizomos los lecturos de crecimiento de coda uno de los 
microorganismos en sus medios liquidas especificos de creci­
miento, odicionodos de socoroso, utilizondo el espectrocolo- 
rimetro o 580 um de longitud de ondo y se tomé como potrén -
— 1/(9“
oguo destilodo poro éviter error por combio de color (pH).
Los cultivos se reolizoron en motroces Monod, para que di^  
rectomente, par su tubuloduro lateral, se pudieron efectuor_ 
los lectures ropidomente sin posibilidod de contominocion y_ 
seguidomente efectuomos la siembro de estes liquides en pla­
ces.
Sobre estes cultivas liquides oRodimos les diferentes di- 
luciones de digitonina. Dejamos en repose o temperature om—  
biente durante 30 minutes, lelmos nuevomente los liquides en 
espectrocolorimetro y osi comprobomos les voriaciones, tro—  
zondo sus curves.
Sembromos nuevomente places par el método de inundocién y 
de esta monero por comporocién de les crecimientos antes y - 
después de la odicién de les diluciones de digitonina, com—  
probomos en les crecimientos en places la posibilidod de li- 
sis o resistencio o su occién.
Se cultivoron estas plaças o 376C en anoerobiosis.
Se hicieron tinciones de les cultivas liquides antes y —  
después de la odicién de la digitonina y de les colonies cre^  
cidos en les diferentes places sembrodos con dichos cultivos.
Pore code microorgonismo se reolizoron les pruebas de ideji 
tificocién entes y después de lo occién de lo digitonina.
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c) Potogenia y persistencia.
Introduccién.
En este trobajo estudiomos lo posibilidod de potogenio y_ 
persistencia en rotones,de determinodos micoplosmas humonos, 
Streptococcus viridons y forma L inducido en nuestro loboro- 
torio, medionte inoculocién introperitoneol en rotén, de su£ 
pensiones de los microorgonismos citodos.
Para ello dividimos lo experiencio en 2 ensoyos:
19. Observocién de sintomas potégenos en el animal inocu- 
lodo.
29. Comprobocién de lo persistencia medionte identifico—  
cién de estas microorgonismos,antes y después de lo inoculo- 
cién, observondo los voriaciones.
Lo comprobocién de lo persistencia se efectué medionte —  
los técnicos especificos de identificocién de coda microorgo^ 
nismo en siembras de los suspensiones antes de los inocula—  
ciones y en lo recogido de sangre, liquides peritoneoles y - 
serosidodes de les animales socrificodos.
Medionte fotogroflos de lo observocién directe o de los - 
tinciones, se forma uno coleccién de comporocién.
Medios.
Liquides: los especificos de crecimiento e identificocién.
Sélidos: especificos de crecimiento e identificocién.
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Técnico,
Formomos 5 lotes de 10 rotones codo uno distribuyéndolos - 
de lo formo siguiente:
Lote 1 control.
Lote 2 poro inoculocién de suspensién de Mycoplosmo fer­
mentons.
Lote 3 poro inoculocién de suspensién de Mycoplosmo loid­
lowii.
Lote 4 poro inoculocién de suspensién de Streptococcus vi 
ridons.
Lote 5 p ar a inoculocién de suspensién de forma L inducido 
loborotorio.
Lo inoculocién se reolizé con cultivos liquides de 24 hé­
ros, tomondo 0,5 c.c. de inéculo poro codo coso. Inoculocién 
introperitoneol previo onestesio con éter de los rotones.
Se socrificoron los rotones tomondo uno de codo lote o lo
lorgo de 10 dios, efectuondose los siguientes trobojos:
o) Diseccién y observocién de lo onotomfo.
b) Siembro de lo songre obtenido por puncién en corozén.-
Siembro de los liquides peritoneoles recogidos con pipeto —  
Posteur y de los serosidodes tomodos con pinzo estéril.
Los siembros se reolizoron, par a lo songre y los liquides 
peritoneoles, por goteo sobre lo superficie de lo ploco, ex- 
tensién con movimientos de rotocién y retirodo del sobreno—
-152-
donte ci cabo de 15 minutes. Poro los serosidodes se sembro­
ron tomondo los odherencios con pinzo estéril y por froto- - 
cion sobre lo superficie de los plocos.
Cultivo o 379C en onoerobiosis. Resiembros por el método 
de Crowford y Kreybill (1967).
c) Tinciones de songre, liquides peritoneoles y exudodos.
d) Pruebos de identificocién de los microorgonismos.
1 ^ 1
V. R E S U L T A D O S .
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MICOPLASMAS
a) Los resultodos estén incluidos en el oportodo C).
B) Envejecimiento.
Los voriaciones de pH poro codo micoplosmo en su cultivo_ 
en medio liquide, eston intimomente relocionodos con lo pre- 
sencio de formes morfologicomente tipicos.
Encontrornos que poro uno mismo serie los extensiones de - 
los cultivos de los medios liquides, se von modificondo a lo 
lorgo de sus dios de incubocién: Tinciones de extensiones de 
cultivos del tubo 1 o los 4 dios de incubocién, muestron for 
mos filomentosos tenues con cocos diminutos en su interior
tinciones de estos mismos liquides (tomondo iguolmente mues­
tros del tubo 1) o los 10 dios de incubocién presenton ogre- 
godos con cocos en su interior y si los extensiones se hocen 
con muestros de este mismo tubo 1 ol cobo de 15 dios de su - 
incubocién, observomos un oumento del numéro de mosos de - - 
ogregodos con formes cocoides en su interior.
Es de destocor que cuondo dejomos secor vorios boros o —  
temperoturo ombiente los extensiones efectuodos con los li—  
quidos de crecimiento y teRimos con los distintos colorantes, 
lo observocién es mos perfecto que si los secomos o color —  
suove, sobre todo cuondo utilizomos el método Grom.
Existe modificocién entre los series de cultivos en medio 
liquide con odicién o ousencio de penicilino; podemos decir_ 
que estos microorgonismos cultivodos en medios con penicili-
/ s y
VARIACION DE pH DE LAS SERIES.
Acidlflcacion.
Alcallnazacion.
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no presenton dificultod poro tomor los colorontes (sobre todo ‘ ^
el Grom) presentondo menor tomoRo y el numéro de microorgo—  i  !
it
nismos esta disminuido con respecte o oquellos cultivos co—  I
rentes de penicilino. |
Los voriociones morfologicos o troves de los dios de incu t
: I
bocién en medios liquides se presenton mos cloromente poro - !|
los cultivos de Mycoplosmo fermentons y Mycoplosmo lodlowii, |
destocondo tombién que en los cultivos de Mycoplosmo cepo T j
o los 10 dios yo se observon formes muy troceodos. |
Los pruebos de identificocién se montienen duronte todo - ;|
j*
el proceso de envejecimiento, tonto en los cultivos en medio 
liquide como en los plocos.
Los cultivos en plocos presenton iguolmente diferencios - 
de numéro de microorgonismos y de tomoRo de los colonies, se^  
gun que contengon o no penicilino, pues comprobomos que lo - |I
penicilino reduce el numéro de microorgonismos y entonces —  
los que se observon presenton moyor tomoRo y uno morfologio_
•lés morcodo.
!
Podemos decir en general:
I
Cultivos en plocos de ogor PPLO presenton formes con mor- 
fologio tipico de "huevo frite", es un medio de gron dure- - 
cién y focil monejo.
Cultivos en ogor 0,8 %, los colonies odquieren moyor tomo^
Ro, pero este medio se ogoto entes, y o los 10-15 dios esté_ 
desecodo. Es un medio de dificil monejo poro tinciones y ré-
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siembras.
Agor 1,5 # muestro crecimiento de formos tipicos, los ce£ 
tros de los colonies presenton gronulociones mos profundos y 
destocobles; o los 10-15 dios tombien esta muy deteriorodo.
El mycoplosmo fermentons es el que présente duronte mos - 
dios lo formo tipico de lo colonie, poro poco o poco perder_ 
los gronulociones interiores o trozos, por forméeion en su - 
crecimiento en profundidod lo formo de crater. Posondo por - 
los siguientes foses: crecimiento en formo tipico visible o_ 
los 5 dies de su siembro. A los 15 dios presencio de gronul£ 
ciones obundontes con zone control muy morcodo, a los 20 - - 
dios los gronulociones empiezon o desprenderse, quedondo so­
lo lo zone control mos oscuro; a los 25 dios observomos per- 
dido de trozos de su constitucion. (FOTOS).
Los gronulociones continuon hociendose débiles o trovés - 
de los incubociones hosto quedor totolmente disgregodos en - 
el ogor, oproximodomente a los 30 dios.
El Mycoplosmo pneumonioe disgrego sus granules de uno mo­
nero ténue, hosto quedor muy difuminodos sobre lo superficie 
del ogor. Siendo su envejecimiento mos ropido (10 dies). Lo_ 
pruebo de Beto hemolisis en songre de cobollo (los demos pr£ 
senton olfo hemolisis) es interesonte poro diferenciorle, —  
pues se présente ounque el crecimiento see de grénulos ténues.
Mycoplosmo cepo T presento poco voriocién en su envejeci­
miento, tonto en su voriocién de tomoRo como en lo oporicién
/ n f
M Y C O P L A S I I A  F E R M E N T A N S .
Morfologia de una colonla procédante de un cultivo de 15 dlaa en 
plaça de agar PPLO con penicllina
Colonla a lo8 2o dias de incubacion.
Colonla a los 25 dlas de Incubacion.
m
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de gronulociones. Es muy sensible o los combios de pH del m£ 
dio Ifquido de toi monero que siembros de cultivos con modi- 
ficocién de pH écido muestron en los plocos crecimientos muy 
deteriorodos o incluse totol ousencio de colonies en los plo 
cos.
Los micoplosmos presenton lo posibilidod de cultivo en el 
medio denominodo Medio mit is solivorius formondo unos colo—  
nios tipicos ozulodos con ore en el centre de envejecimiento 
lento.
Es tombien interesonte su cultivo en el medio de levonos_ 
dondo lugor a lo formocién de unos mucosos semejontes a los_ 
que formo el Streptococcus viridons en este medio.
Tincién con tionino de los extensiones de levonos formo—  
dos por los micoplosmos presenton bueno visibilidod de estos 
microorgonismos entre este sustoncio, presentondo unos filo- 
mentos con gronulociones muy morcodos en su interior.
C) Voriociones morfolégices de micoplosmos.
1**^  coso.
Crecimiento en medios sin penicilino.
Medio liquide.
Los voriociones de pH de los series se presenton de muy - 
diverse monero poro codo microorgonismo:
Poro el Mycoplosmo loidlowii los combios de pH oporecen -
— -1 ( 1 o  —
en el tubo 1 de la segundo serie, es decir, en el dlo 6 de - 
la siembra inicial y a los 8 dias de esta siembro todo la s£ 
rie présenta crecimiento.
Resiembras posteriores presentan crecimiento a los 6-8 —  
dfos de la siembra.
Para el Mycoplasma fermentans el crecimiento (ligeromente 
opaco), se observa el dia 3 de la segunda serie, es decir, - 
el dia 8 de la siembra inicial.
El Mycoplasma pneumoniae présenta crecimiento a los 5 - - 
dios de la tercera serie, es decir, el dia 15 del cultive —  
inicial. Crecimientos posteriores se presentan coda 6-8 dias 
de resiembra.
El Mycoplasma solivarius présenta crecimiento el dio 3 de 
la 30 serie, es decir, el dia 13 de la siembro inicial. En - 
siembras posteriores el crecimiento se monifiesto a los 6-8_ 
dios de la siembra.
El Mycoplasma orale tipo I muestra crecimiento en el dio_ 
2 de la 30 serie, es decir, el dia 12 de la 10 siembro.
El Mycoplosmo hominis tiene crecimiento el dia 4 de la 30 
serie, es decir, el dia 14 de la primera siembra.
Los Mycoplasmes cepa T crecen en el tubo 2 de la serie —  
cuatro, es decir, tardaron bastantes mas dios. Crecimientos_ 
posteriores oparecieron a los 6-8 dios de las siembros.
Tinciones:
En los liquidos de cultive del tubo n@ 1 de la primera s£
—IGl —
rie observâmes que toman diffcilmente los colorantes Gram y_ 
Giemsa, apareciendo ramificaciones entre cuyas uniones se o^ 
servan cocos muy pequeRos.
La tincion Dienes para certes de ogor con colonios, nos - 
permite observer formas seme jantes a la morfologla de forma_ 
L inducida cuendo reelizomos tinciones de colonies entre po£ 
ta y cubre con este colorante.
Medio solide.
En las places sembradas con los liquides especificos de - 
cultive sin odicion de penicilina, observâmes en olgunos ca­
ses el crecimiento de formas de lagunes gronulosas sobre to- 
da la superficie de la place.
Resiembras por el método Crawford y Kraybill (1967), de - 
certes de estes lagunes crecides en el eger, nos muestron c6 
mo vuelven a crecer con les mismes carocteristices, pero nuri 
ce tomon su forma tipice de *huevo frite". Menteniendo en t£ 
dos estes enseyos, les pruebes de identificociôn pore code - 
micoplesme.
Existe une gren diferencie morfologico de code microorgo- 
nismo, segûn el mëtodo de tincién utilizedo, por le que pré­
sentâmes une coleccidn de fotos para su comparéei6n.
En general podemos decir que al cebo de 10 dies de culti­
ve en medio CO2 y a 3700, observamos:
M. fermentans- en los diferentes places se observon for—
16.
MYCOPLASMA FERMENTANS.
Tincion Oram 
CultiTO de 6 dims
Tincion Grams a.
CultiTO de 6 dies
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MYCOPLASMA LAIDLAWII.
Tincion Gram 
Cultive de 6 dias
Tincion Gftamsct
Cultivo de 6 dias
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MYCOPLASMA HOMINIS
Tincion Gram 
Cultivo de 6 dias
Tincion Giemaa
Cultivo de 6 diaa

TINCION DIENES -COLONIAS.
Colonias de Mycoplasma fermentans.
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mas granuloses sobre la superficie (gran crecimiento) en lo_ 
que destocen olgunos puntos redondeodos.
M. laidlewii- formas redondeedes granuloses de temeno me­
dio.
M. orole- Agar PPLO- Formas irreguleres grandes muy tenues 
con grenuleciones en su interior.
Agar PPLO con penicilina- Formas irreguleres de menos te- 
moMo, muy tenues, con grenuleciones en su interior. (FOTO).
Agar 1,5 ^  Formes irreguleres pequeMos con gronulaciones.
Agar 0,8 Formas irreguleres médianes granuloses tenues.
Agar 0,8 % con penicilina- formas irreguleres tamoRo me—  
dio. (FOTOS).
M. hominis- Agar PPLO- lagunas granuloses sobre todo la - 
superficie.
Agar PPLO con penicilina- Mesas irreguleres granuloses to 
moRo medio, y formas puntiformes sobre le superficie.(FOTOS).
20 Coso.
Crecimiento en medios con penicilina.
Medio liquido.
Pore los Mycoplosmo fermentons y Mycoplosmo loidlowii op£ 
recen los combios de pH al 50 die en le primera serie.
En Mycoplasme pneumoniae el crecimiento se muestra a los_ 
5 dies en le segunda serie. Es decir, el 100 die de cultivo_ 
inicial, y en el 49 die de le segunda serie boy viroje pare_
OTCOPLj^ 24A_ ORj^ E^  1
Cult!vos de lo dias
^ 6 1
Medio agar 1,596.
Medio agar o,8%. Medio agar 0,896 con penicilina.
Medio agar PPLO. Medio agar PPLO con penicilina.

MYCOPLASMA HOMINIS
Cultivo de lo dias eh plaça con medio agar PPLO
Cultivo de lo dias en plaça de agar 1,596 con penicilina
m m m
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el Mycoplosmo hominis.
Para el resto de los micoplosmos podemos decir que el cre^ 
cimiento se observa en la segunda serie al caba de 5-6 dfos_ 
de cultivo.
Tinciones:
Tomon con mas intensidod los colorantes en especial lo co^  
lorocidn de Gram, presentondo largos filamentos que encie- - 
rran cocos pequeflos y formas cocoides en sus ramificaciones_ 
y entrecruzamientos.
Medio s6lido.
Voriociones notables se presentan en la morfologla de las 
colonias. Las muestras bon permanecido conservadas 2 oRos en 
nevera a -20*0 (como los ensoyos previos muestron resultodos 
iguoles para las conservadas en medio Loeffier como Hoyflick, 
formomos los trobajos con las que bobfon estodo en medios —  
Hoyflick). Los siembras en plaças se reolizon despuds de dor 
a coda micoplosmo 3 resiembras en sus medios Hoyflick especl^ 
ficos, y comprobor sus pruebos de identificocidn.
En los crecimientos de Mycoplosmo fermentons observamos - 
crecimiento de formas redondeodos ogrupodos en el interior - 
de un oro grande que las délimita. A lo largo de los dios de 
incubocidn von apareciendo gronulaciones en el âreo que los_ 
envuelve, comienzo su desintegrocidn, por el oro que los en- 
vuelve, morcdndose m6s intensomente las gronulaciones inte—
-IVe-
riores hosto disgregoci6n total.
En las resiembros crecen estas formas, no llegondo a to—  
mor forma individual de "huevo frito". Estas formas presen—  
tan una forma mds visible en las siembros sobre plaça de - - 
agar PPLO. (FOTOS).
Tinciones de Dienes muestran estas formas perfectamente - 
delimitados coda colonic en el interior de esc ogregocidn.
En las siembras de Mycoplosmo pneumoniae observamos for—  
mas redondeodos agrupadas,de tamano grande. Su crecimiento es 
hocio el interior del ogor y a troves de los dfos de incubo- 
cidn se va formando un reborde exterior que dard lugor a do- 
ble reborde, reuniendo osi esos formas redondeodos en une ma 
sa. (FOTOS).
Resiembras dan lugor a esta misma morfologla. En lo tin- 
cidn Dienes observamos los componentes de esc ogregocidn. El 
medio mds iddneo es el ogor PPLO con penicilina.
El Mycoplasma solivarius en cultives en ogor 1,5 # es do£ 
de unicamente présenta formas redondeodos,en las que a lo —  
largo de los dfas de incubacidn,oporecen puntos centrales —  
que coda vez van marcando mds la forma central. (FOTO).
En cultives sobre agar 1,5 %, es donde unicamente apure—  
cen para el Mycoplasma cepo T formos redondeodos con punto - 
central, presentondo gronulaciones en su interior y la supe£ 
ficie de la plaça esta cubierto de lagunas granulosus de - - 
gran crecimiento en superficie. (FOTO).
HYCOPLASIIA FERIIENTAIÎS.
Morfolo/tia de una colonia procédante de un cultivo de lo dias 
en plaça de agar PPLO con penicilina.
Colonia a los 15 diaso de incubacion.
Colonia a,los 2o dias.
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M'2- iîycoplasmÀ p n e u m o n i a e.
Morfologia de una colonia procedente de un cultivo de lo dias 
en plaça de agar PPLO con penicilina.
Colonia a los 15 dias de incubacion.
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MYCOPLASMA BALIVARIÜS.
Colonia procedente de un cultivo de lo dias en plaça de agar 1,5%«
MYCOPLASMA CEPA T.
Colonia procedente de un cultivo de 12 dias en plaça de agar 1,5%*
mg# #
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E1 Mycoplosmo hominis es el que v a r i a  totolmente ol ser - 
cultivodo en medios con ousencio o presencio de penicilina,- 
como podemos observer ol comparer los fotos. Lo presencio de 
formos tfpicos de "huevo frito" de gran tamano en cultivos - 
de medio liquide con penicilina y posterior resiembra a me—  
dio de ogor 0,8 con penicilina, con observocidn o trovds - 
de los dias de incubacion, nos muestra ol cabo de 19 —
dios de cultivo (evitando desecociones de los places) varia- 
ci6n morfoldgico y envejecimiento tipico, haste acabar en —  
disgregacidn total por pdrdido de les gronulaciones, o mone- 
ro de estrellos granuloses.
Resiembros posteriores nos don crecimiento de formas iddn 
ticos o los primitives.
Los pruebos de identificocidn se mantienen en todos los - 
ensoyos de este 20 coso.
Resiembras de trozos de forméeidn de logunos granuloses - 
no conducen en ningun coso o crecimientos de formas tipicos_ 
de micoplosmos.
D) Disgregocidn.
Cultivos jdvenes de micoplosmos en medios liquidos modify 
can su morfologio ol ser sometidos a lo occidn de ague desti 
lode, soluciones de cloruro sddico (0,9 %) ; (2 %), y (8 %).
El oguo destilodo las modifico observondo que quedon a mo 
nero de cocos diminutos de escoso crecimiento puntiforme so-
1 7
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Morfologia de una colonia procedente de un cultivo de 19 di.ac 
en plaça do agar o ,8'Yj con penicilina.
Colonia a loo 2/^  dias de incubacion.
%Sf
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bre lo superficie del ogor de las plaças. A las 48 boras si_ 
se siembran los liquides, no existe crecimiento.
Observaciones al microscopio de las tinciones de sus ex—  
tensiones en estes liquides, nos muestron corne en enseye cen 
concentrecién alto de sa],bcyfermas mes pequenos y egrupedos - 
que teman dificilnente el colorante; mientras que las someti^ 
das a la accidn de concentraciones hipoténicas dan lugor a - 
particulas menos agrupadas y de tamaMos ligeromente moyores, 
son forma# algo aplanadas, coma una maso central y de ella - 
parten como filamentc# ténues vacios en su interior.
En les cultives en plaças observâmes que tante las solu—  
clones hipo e hiperténicas, destrozan estes microorgonismos, 
solo crecen como "lagunes granuloses" muy ténues dificiles - 
de ver.
El efecto de le centrifugocién de lugor a formocién de ma 
SOS que en los tinciones muestron ogregodos con formas coco^ 
des en su interior. Resiembros en places de estes liquides - 
crecen en forsia de lagunes granuloses sobre todo lo superfi­
cie de les plocos.
Los colonies deformodos por le occién del ague destiloda_ 
o disoluciones de cloruro sodico, vuelven o su forme iniciol 
al ser cultivodos en 2 resiembros en sus medios liquides es- 
pecificos.
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Induccion "in vitro",
a ) Induccion en medio solido.
En les ensoyos de induccién reolizcdos sobre medios srSli- 
dos, bien ogregondo el ogente inductor ol medio, en un surco 
o en un disco obtenemos formes puntiformes muy dificiles de_ 
determiner en numéro y morfologio.
Los formes de crecimiento puntiforme que ocupon todo la - 
superficie de le place les denominomos "lagunes granuloses", 
observondo en su interior diminutos gronulociones, o veces - 
algo réfringentes, que openos tomon los colorantes, de tel - 
monero que al ser resembrados en medios corentes del agente_ 
inductor vuelven a su forme de origen.
El egor de consistencio 0,8 % es de dificil utilizocidn - 
pore colococién de disco o carte de surco, pues se troceo fé 
cilmente.
B) Induccién en media liquide.
En ensoyos provins observomos que se présenta un creci- - 
miento mos abundante de formas ténues, cuendo aBadimos le pe 
nicilino a cultives liquides de Streptococcus viridons en su 
fose de crecimiento logeritmico, que al odicionor el ogente_ 
inductor en sus primeras bores de cultivo.
El crecimiento es més rapide en oquellos series que proce 
den de resiembros de cultives yo odoptados a le occion del - 
agente inductor.
- l y ü -
En las tinciones de los extensiones de los cultives liqu£ 
dos, observâmes en les dos primeras series de resiembros (tojn 
te la de 6666 como pore la de 13222U/c.c. de penicilino) co­
cos puntiformes abondantes, que al ser sembrodos en las pla­
ças, crecen en las "lagunas gronulosos". Estas formas a tro- 
vés de las sucesivos resiembros en medio liquide se transfo£ 
mon en mosos denses, de ospecto polimorfo con gron distor- - 
sién, presentondo filomentos con romificociones en las que -
oporecen pequenos corpuscules en su interior.
Cuendo utilizomos medio liquide base Tood-Hewitt con - —  
6666U/c.c. y 13.222U/c.c. de penicilino comprobomos que a —  
partir de la resiembro 12, el crecimiento en place es més ré 
pido y la morfologio se repite: formas irregulores ténues o_ 
veces granuloses en su interior.
En las series de medio Hoyflick con 6666U/c.c. de 20 po—  
ses; en las de 13222U/c.c. con 12 poses, o en la de 15 poses
en las primeras unidodes y 15 en las segundos (en total 30 -
poses) obtenemos un crecimiento més répido con formas redon- 
deodos, morcodas formodos de cuerpos globosos ligeromente iji
crustodos en el ogor.
Siembros de liquides de cultives de 30 poses sobre plaças
de ogor 1,5 %, ogor 0,8 %, o medio gelotino sin agente induc
ter, conducen siempre al crecimiento de formas iguoles a las 
descritos considerondo ya esta morfologio como fijo o esta—  
ble. Dicho forma présenta las propiedodes de ident ificocién_ 
del Streptococcus viridons exceptuondo la olfahemélisis.
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C) Induccion en medios enriquecidos,
Cuondo utilizomos para la induccion medios enriquecidos - 
observomos en las tinciones lo formocion de ogregodos file—  
mentosos tenues, elosticos, que openos tomon los colorontes, 
presentondo en su interior formas cocoides muy ténues.
Los siembros en plaças muestron formas de morfologio mos_ 
morcodo y su penetrocion en el ogor es mayor. El pH de estos 
medios es interesonte, pues siembros de liquides que estén - 
ligeromente ocidificodos por el excesivo crecimiento, condu­
cen al crecimiento de formes muy deformodos, incluse o no —  
presencio de crecimiento.
La induccién en medio solino muestro un obundonte creci—  
miento de colonies débiles, pero indicomos la dificultod de_ 
vision ol oporecer gronulociones réfringentes sobre la supe£ 
ficie de la place, que pueden conducir a errer.
D) Induccién en medio bifésico.
Los tinciones muestron formas filomentosos con cocos en - 
su interior y ogregociones de mosos, el crecimiento sobre la 
superficie présenta unes colonies redondeodos de gron pene—  
trocién en el ogor, cuyo relieve vemos con la lupo estereos- 
cépico. Son colonies més denses con gronulociones visibles - 
en su interior y de un crecimiento rapide. Realizondo les - 
pruebos de identificocién, correspendientes ol Streptococcus 
viridons, se encontré que la unico propiedod que perdio ero_ 
la olfobemélisis.
MEDIOS DE CULTIVO.
Crecimiento en medio bifaeico.
Crecimiento en medio cèn eacarosa.

FORMA L INDÜCIDA DE STREPTOCOCCUS VIRIDANS.
Induccion de forma L en medio blfaslco.Incubacion 6 dias 
Crecimiento en plaça durante 7 dias
Resiembra en plaça de agar 1,5%
Resiembra en plaça de agar o,8%
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Induccién "in vivo".
En ningun coso observâmes un efecto potégeno del Strepto­
coccus viridons, pues no se produjo lo muerte de ningun ani­
mal.
En los sintomos podemos destocor en general un odormeci—  
miento de los animales a lo largo de los ensoyos.
1**^  ensoyo.
Tinciones.
Liquide peritoneal.
Los rotones que bon recibido lOOOU/c.c. de penicilino ol_ 
ser socrificodos a los 3 boros presenton formas filomentosos; 
0 los 6 boros formas troceodos, y a los 24 boros se observon 
formas cocoides.
Los que se inyectoron con 2000U/c.c. y 6000U/c.c. presen- 
tan formas pequeBos oislodos a los 3 y 6 boros, mientras que 
o los 24 boros presenton formas cocoides.
Los ensoyos efectuodos con l2000U/c.c. openos muestron va 
riociones o lo largo de los distintos boros de socrificio, - 
pues los tinciones efectuodos presenton filomentos ténues —  
con cocos diminutos entre sus entrecruzomientos.
Los mosos de cocos diminutos oislodos y los filomentos —  
son iguoles o los encontrodos en los tinciones de lo indue—  
cién "in vitro".
- 1
Songre.
En los lotes que bon recibido lOOOU/c.c. observomos o los 
3 y 6 borok presencio de estreptococos diminutos entre los - 
globules, pero o los 24 boros presenton tomoBo de estreptoco 
cos normal.
En los inyectodos con 2000U/c.c. observâmes olgunos leuc£ 
citos en fogocitosis, observondo formas otocados y disgrego- 
cion total de leucocitos en los cases de inyeccién de 6000U/ 
c.c. en todos les tiempos de socrificio.
Existe ligero fogocitosis y escosos modificociones en los 
COSOS de inyeccion de 12000U/c.c. en los diferentes tiempos_ 
de socrificio.
Los pruebos de identificocién se conservoron o lo largo - 
de los ensoyos; unicomente lo propiedod de olfo bemolisis no 
se manifesto en cultives de liquides peritoneoles y songre - 
de rotones socrificodos o les 6 boros después de inyeccién - 
de 2000U/c.c.. Volviendo o récupérer esta propiedod en los - 
cases de reversién. Por tonte esta propiedod solo se montie- 
ne en los lotes de inyeccién de lOOOU/c.c.
Serosidodes.- Adberencios.
En les lotes inyectodos con 6000U/c.c. encontromos unos - 
mucosidodes sobre los cépsulos suprorrenoles en los que por_ 
tincién se observon ogregodos de cocos pequeBos entre mate—  
rio granular fogocitica y célulos epitelioles con cocos dim£
INDUCCION DE FORMA L "IN VIVO"
Siembra en plaça liquide de peritoneo 
Cultivo en agar PPLO
Inyeccion de loooü/cc penicilina Inyeccion de 2oooU/cc penicilina
Sacrificio a las 3 horas Sacrificio a las 6 horas
Inyeccion de 12.oooU/cc penicilina Inyeccion de 12oooU/cc penicilina 
Sacrificio a las 3 horas Sacrificio a las 6 horas
TINCIONES
Tincion Gram de liquide de peritoneo
InyecciOn de loooU/cc penicilina Inyeccion de loooU/cc penicilina 
Sacrificio a las 3 horas Sacrificio a las 24 horas
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Sangr» de reton inoculedo con §tregtoçocçu8_vlrldaM,lnyectado con 
2oooü/oc de penicilina y eacrlflcado a las 24 horas.Fagocltosls
Sangre de raton Inoculado con Streptococcus Tlrldang,lnyectado 
con 6oooU/co de penicilina y sacrlflcados a las 24 horas.
Mucosidades adherldas a las capsulas suprarrenales.Celulas epitella- 
leSflnyectado con 12 ooo/cc de penicilina,eacrlflcado a las 24 horas
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nutos en su interior.
En los osas intestinales existen unos serosidodes con fo£ 
mos cocoides entre espocios de material groso. Estas mucosi­
dodes y odherencio presenton formas fécilmente observables - 
en los lotes inyectodos con 12000U/c.c. socrificodos a los - 
24 horas.
Plaças.
Los siembros en plaças con liquida peritoneal presenton - 
formas morcodas en «ledio ogor PPLO, observândose formas té—  
nues y puntiformes en llquido de rotén inyectodo con lOOOU/- 
c.c. y socrificodo a las 3 horas.
En los lotes de inyeccién con 2000 y éOOOU/c.c. los plo—  
cas ogor PPLO presenton el crecimiento en los llomodos lagu­
nes gronulosos encontrodos tombién en la induccién "in vi- - 
tro".
Es de recomendor la utilizocién del ogor PPLO, con presejn 
cio de formas mos morcodas y redondeodos pues en ogor 0,8 
son formas ténues e irregulores y en ogor 1,5 %  se presenton 
crecimientos puntiformes y poco visibles.
En general podemos ofirmor que existe en todos los cosos_ 
un pequeBo numéro de microorgonismos que revierten esponto—  
neomente en los primeros cultives de medios sin odicién de - 
penicilina, pero podemos destocor que en el ensoyo de lotes_ 
inyectodos con 12000U/c.c. y socrificodos o los 3, é y 24 ho 
ras en los que observomos formas irregulores de tomoRo medio.
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débilnente gronulosos de semejonzo o los encontrodos en lo - 
induccién "in vitro". Fueron necesorios 6 resiembros en ogor 
0,8 % sin penicilino, poro volver o encontror formos tipicos 
de crecimiento de Streptococcus viridons, lo que demostré la 
posibilidod de induccién de formos L por este método.
2® Ensoyo.
Cuondo inyectomos nuevos dosis de ontibiético o los roto­
nes,ol cebo de 10 horas de lo inyeccién iniciol, comprobomos 
en general que no existen openos diferencios en los muestros 
entre los lotes socrificodos o los 3 é 24 horos con los dis­
tintos unidodes de penicilino, notondo que los tinciones de_ 
liquide peritoneal y songre tomon mol los colorontes, obser- 
véndose formos ténues pequeBos.
En los crecimientos en plocos crecen formos irregulores - 
ténues.
Se montienen los pruebos de identificocién poro Streptoco 
ecus viridons. répitiéndose lo pérdido de lo propiedod de ol^  
fo hemolisis.
Los exudodos adheridos o los osos del intestine son de mo 
yor tomoBo que los observodos en el primer ensoyo, existe —  
•lés ocumulocién. Los cépsulos suprorrenoles estén desprendi- 
dos y los riBones inflomodos.
En el coso de rotones socrificodos o los 3 horos fueron - 
necesorios 8 resiembros en medio 0,8 % y gelotino sin penic£
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lino poro encontror nuevomente el estreptococo de origen.
ESTLDIOS PARA COMPARACION DE MICOPLASMAS Y FORMA L IMXJCI
DA.
1®.- Pruebos de crecimiento.
a ) Influencio de lo consistencio del ogor.
Por presenter los formos de crecimiento morfologios difi­
ciles de describir, decidimos reolizor fotos poro presenter^ 
los resultodos y exponer uno opinién generol de los formos - 
observodos. >
Lo observocién de los crecimientos de micoplosmos sobre - 
plocos, nos muestro que en ogor blondo (ogor 0,8 % ), los co­
lonies odquieren mayor tamoBo en su interior presenton gron£ 
lociones, como vemos por comporocion de los fotos. Cuondo_ 
estos cultivos son sometidos o incubocion duronte vorios - - 
dies, comprobomos c6mo lo consistencio del ogor esta intimo- 
mente relocionodo con el enve}ecimiento de lo colonie, de —  
toi monero que en los cultivos sobre ogor 0 ,8  % los gronulo­
ciones oporecen antes, las colonies se troceon desintegrondo 
su morfologio, entes que en los otros medios de cultivo.
Los crecimientos sobre ogor PPLO presentoron en este ens£ 
yo formos yo observodos poro los micoplosmos y lo forme L, - 
por elle los fotos no oporecen oqui, pertenecen o sus copitu
MYCOPLASMA FERMENTANS.
Colonlas de un cultivo de 4 dias en plaças de: 
A- agar 1,5%.
B- agar 1,5% con penicilina.
C- agar 0 ,8%.
D- agar 0 ,8% con penicilina.
#m :
-195-
si
I
ii
h :
I
Cdl
Ol
I
«it
Ml
§i
r:l
o>a
(U
3
O'
0)
A
0IC
1
g
•H
Q)
P.
ê
Cl
e
3
E-i
a
3
0:
o
g;I
i
il
cot
M lI!
O l
SI
O l
il
—  10 (  > —
l i
si
T
<1
Si
h ;
I
<1
^1
I
MlI
0) v j '0r: d o dE •r4 M
c M
M M d 0)
M E • O
4-> 3 c rc: d
3 r—4 1-.
p .
r i
■r-t 03
3
O <D 3
trt o d)
c
3 3 10
hO (U d 03
O d
< <D "O EL, C, Î.5O 03 O 3
•H O •H O
T3 IQ M P 03 o
0) d d'
fc= L, d) d Cl
X) Tl 3 dO e M d bO
'C 0> 03 M d
3 •H d> 3 A
E W > 03 03
3 œ d d 73
Ê-i c , p C
13
1—1
d
'-1 c d) O
d w < 03 T3 d
u d 1—t
0) o TJ 03 Ac H ■n d H<u d U 3
o r4 c. •H 03
p d Mo k d E L, O
<D E 03
c O. > ï A 3
3 3 o 3 3 03
Q, W c, B 03 M
Gr i d 3 03 d MO M d) 03 r-l O
o 3 03
0) O 0) C,
w C, 3 •H c, 3d X O SJ
T3 o O d o 1—(d w f—t 03 03
0) 03 3•O to d) 3 03 3c o TJ d O 03o C p -PTJ c d d bO 3 03d) d) •H C, 03 dc, •H hO bo C M 73
a O d) E dw d M (0 o d >
d d> O d d> d) c,e c> <M G P 03
p o p C d o 03o (4 o o A u XI
Ct, E-I E b d E-t O
I
§
«a;
s
«<
œ
<
I
(Ü
c
a
<a;
g
g
CL,
Oî<c
o
«i
e^ i
I
!
il
isi
-197-
E 3
3 Oo r4
3•H 03
O P
H 3 3
73 3 •H
0) A
W B 3
0) ta W
1—\ O d
•H >3 E 3
M d 3 03
0) B O
73 d <3 tap 03
ta >> 3
rt 0) o
73 73 o M
d *H O
<D ta 73 d
Ü o 03 1—1
O p E 3«1 C, 3 3
0) O dOl i3 3
<1 ta d bO1 d4^1 3 d) 3
Ml 3 ü p O
Ql ho o (J
1 r4 3 03
Cl C 73 O
tSJI H
Ml W ta 73
«I d d 03
C3l ta ta ta G
Ol d d d1 Ü 73 o O
Cl ta d M <3
Ml 0) 03 03 d1 73 G
Ml ta 3 ta d
Ol d o d1 73 73 73
Cl d 03 d 03
M l o> 3 03 73
Ol 73 73
îs;l c ta 3 ta
Ml o 03 O 03
Ol 73 3 73 3
Ml m o 0) o
3 •H 3 •rH
ü
M l ta d ta d
d hO d bo
E 03 B 03
C.
O k 3O &M c M
tPN OO
1
s
%
M
A
H-
o O
M MA A
A A
A A
C Co o
c c
iHI
li
i|
i
SI
- 1 9 8 -
Al
Si
â
il
cl
Ml
§i
si
iiI
3
d
I—I
&
(U
3
3
%
T3
d
0)
T»
3
O
73
0)
3
d
M
B
03
73
3
03
03
0)
rH
S,
03
3
3
H
io
g
O
■H
73
03
G
,§
d
g,
O
kc
S
%
0  
w
03
m
03
g
H
3
3
A
03
1
g
il
S!
1^I
gi
I
Ic
gc
o
g
A
A
S
C
O
g
soc
-L"9-
los correspondientes.
6) Influencia de las distintas unidcdes de penicilino.
A1 relacicnor los foctores; consistencio del ogor y u t i H  
zocidn de distintas unidades de penicilina para los cultives 
de «icoplasnas y forma L inducida, encontramos la confirma—  
ci6n de los resultodos obtenidos en los trobojos onteriores.
En el ogor de consistencio 0,8 ^ se presenton crecimien—  
tes cuyos colonios odquieren mayor tomoMo, pero podemos rec£ 
mendor la utilizociôn del ogor 1,5 %  pues es mas focil su m£ 
nejo para tinciones, présenta un enveiecimiento mâs lento de 
los colonies y su conservocidn es mas idéneo.
En este ensoyo ya no solo vemos que las diferentes unida­
des de penicilina eston en proporcién inversa al numéro de - 
microorgonismos viables,sino que tombién nos permite, por ut£ 
lizor uno escolo de unidades m6s detollodo, comprobor la re- 
locidn entre la odicidn de la penicilina o los medios con —  
distinta consistencio de ogor y su occidn sobre los microor- 
gonismos, siendo esta influencia notable para los cultives - 
de Mycoplasma cepo T, coma vemos en las fotos.
Los tinciones comparatives de los cultives en ogor de cojn 
sistencio blonde, nos muestron formas filomentosos que con—  
tienen en su interior formas cocoides de gron tomoRo (a sem£ 
;anzo de la forma L). Al odicionor a estes medios penicilina, 
oporecen formas cocoides de mener tamatfo y con dificultod pa
MYCOPLASMA CEPA T 
Cultlvos de 4 dias en plaça
Medio agar 0 ,8%
Medio agar 0,8% con penicilina.
%
ra tomor los colorantes.
El crecimiento en Agar Columbia présenta formas tipicas - 
de gran tomano para los micoplasmos y formas mds destacables 
para el crecimiento de la forma L inducida, es un medio de - 
alto contenido nutricionol.
Los micoplasmos tomodos para presentocidn de fotos fueron 
el Mycoplasma fermentons y el Mycoplasma loidlowii,pues son_ 
los que toman formas mds destocodos para la comporocidn. - - 
Iguolmente coma las formas mds destocodos eron las sometidos 
a 4000 y 16000U/c.c., son las que se tomoron de ejemplos.
Los cultives en medios liquides de 4000U/c.c. de Mycoplos 
mo fermentons nos muestron en los crecimientos en plaças que 
el medio sobre el que oporecen morfologios mds tipicas es el 
Agor Columbia, pero es de gron riesgo de contominocidn y el_ 
envejecimiento de las formas sobre dl cultivodos oporece an­
tes. En el ogor PPLO con 4000U/c.c ., el crecimiento es ton - 
abondante que las formas se superponen, la forma L en este - 
cultivo es ton ténue que no puede definirse.
La comporocidn de la ousencio o presencio de penicilina G 
sddico en estos cultives se observa cloromente en las fotos.
Para cultives liquides de l6000U/c.c. de Mycoplasme fer-- 
mentons. sigue siendo el media ogor Columbia con 16000U/c.c. 
el que présenta morfologio mds destocoble. Aunque cultives - 
sobre ogor PPLO con l6000U/c.c. al ester muy disminuido el - 
numéro de microorgonismos, las colonies de los présentes son
MYCOPLASMA FERMENTAIS.
Colon!38 de un cultivo de 6 dias en plaça:
A- M. liquide — M.Hayflick con 4oooü/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO con 4oooU/cc de penicilina.
B-M. liquide—  M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO con 16.oooU/cc de penicilina.
C-M. liquide— M.Hayflick con 4oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO.
D-M. liquide—  M. Hayflick con 16. oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO.
E-M.liquide— M.Hayflick con 4oooU/cc de penicilina.
Plaça — agar 1,5% con 4oooU/cc de penicilina.
F-M.liquide— M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça agar 1,5% con l6 .ôooU/cc de penicilina.
G-M. liquide— M.Hayflick con 4oooU/cc de penicilina 
Plaça — agar 1,5%.
H- M.liquide— M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar 1,5%.
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MYCOPLASMA FERMENTANS.
------------------  ^ 0 3
Colonias de un cultivo de 6 dias en plaça de:
A-M. liquide— M.Hayflick con 4-oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar 0 ,8% con 4»oooU/cc de penicilina.
B-M.liquide— M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar 0 ,8% con 16.oooU/cc de penicilina.
C-M.liquide— M.Hayflick con 4*oooU/cc de penicilina. 
Plaça — M.Columbia con 4-oooU/cc de penicilina.
D-M.liquide— M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — M.Columbia con l6 .oooU/cc de penicilina.
E- Cultivo foto D a les le dias de incubacion.
Â ., y. JM*..»-^-.- JAfiïià»)*.KàL«^t »mâ ijfciifl
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MYCOPLASMA LAIDLAWII.
Colonias de un cultivo de 6 dias en plaça de:
A-M.liquide— M.Hayflick con 4. oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO con 4*oooü/cc de penicilina.
B-K.llquldo— 41.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO con 16.oooü/cc de penicilina
C-4(. liquide— M. Hayflclk con 4*ooo0/cc de penicilina. 
Plaça — agar PPLO.
D-M.liquide— M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agarPPIX).
E-H.liquide— M.Hayflick con 4-oooü/cc de penicilina. 
Plaça — agar 1,5% con 4»oooü/cc de penicilina.
F-M.liquide— M.Hayflick con 16.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar 1,5 con 16.oooU/cc de penicilina.
OrM.llquldo— M.Hayflick con 4*oooO/cc de penicilina. 
Plaça — agar 1,5%.
H-M.liquide— M.Hayflick con l6.oooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar 1,5%.
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MYCOPLASHA LAIDLA’.VII.
----------------  J20T
Colonias de un cultivo de 6 dias en plaça de:
A-M.liquide— M.Hayflick cen 4-oeeU/cc de penicilina. 
Plaça — agar e,8% cen 4.eeeU/6c de penicilina.
B-M.liquide— M.Hayflick cen 16.eooU/cc de penicilina. 
Plaça — agar e,8% cen 16.eeeU/cc de penicilina.
C-M.liquide— M.Hayflick cen 4-oeoU/cc de penicilina. 
Plaça — agar e,8%.
D-M.liquide— M.Hayflick cen 16.eeeU/cc de penicilina. 
Plaça — agar e,8%.
E-M.liquide— M.Hayflick cen 4 .oeeU/cc de penicilina. 
Plaça — M.Columbia cen 4*oeoU/cc de penicilina.
F-H.liquide— M.Hayflick cen 16.eeeU/cc de penicilina. 
Plaça — M.Columbia cen 16.ooeU/cc de penicilina.
G.M,liquide— M.Hayflick cen 4 .oeeU/cc de penicilina. 
Plaça — M.Columbia.
H-M.liquide— M.Hayflick con 16.ooeU/cc de penicilina. 
Plaça — M.Columbia.
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cloromente observables.
Para cultlvos de Mycoplasma loidlawii crecidos en medias_ 
liquides con 4000U/c.c. sigue siendo el ogor Columbia con —  
4000U/c.c. el mas visible.
Cuondo este microorgonismo se siembro en medios con - - - 
16000U/c.c. de penicilina, el numéro de microorgonismos que- 
do cloromente disminuido,coma deducimos de la comporocidn de 
las fotos, de toi monero que a veces, de crecimiento indete_r 
minable que se extiende sobre todo la superficie de la plaça, 
posomos a la observaciôn de formas oislodos, cuyo morfologio 
esta perfectomente determinodo.
La observocidn de las modificociones de la forma L induc^ 
do, con respecte a las diversos unidades de penicilina ogre- 
godos o los medios de cultivo, fueron observodos iniciolmente 
en el copitulo de induccién, comprobondo en este trobajo que 
esta forma es copoz de vivir en médias que contienen 16000U/ 
c.c. de penicilina, de toi forma que al ser cultivodos en m£ 
dios con estas unidades y luego resembrodos a médias con - - 
4000 y 2000U/c.c., se nos présenta un retroso en el creci- - 
miento, sus colonias son redondeodos, pero su morfologio se__ 
boce mas irregular,presentondo formas defectuosos y troceo—  
dos en sus tinciones.
Los pruebos de identificocidn de coda microorgonismo se - 
montienen en coda casa para coda ensoyo. Destocondo la pérd^ 
do de la propiedad de alfa bémolisis corocteristico del - —
o , -
Streptococcus viridons.
c) Influencia de medios enriquecidos.
Las formas morfoldgicamente mds perfectas para los culti­
ves de micoplasmos y de forma L inducida oporecen sobre ogor 
PPLO,como observâmes en las fotos, destocondo que estas for­
mas son mds estobles o trovés del enve)ecimiento y mds fdci- 
les de manejar para las tinciones, identi f icoc iones y conse£ 
voci dn.
En los cultives en medio ogor 1,5 % con odicidn de suero_ 
de cobollo al 10 %, observâmes el crecimiento de formas tip£ 
cas de mayor tomano que las que oporecen en el medio ante- - 
riormente citodo, como observomos en las fotos, pero son for 
mas de gron inestobilidod, pues oporece antes el envejeci- - 
miento. Iguolmente comprobomos que el riesgo de contamina- - 
cidn oumento.
En las tinciones de las formas irregulores pequenos que - 
oporecen sobre la superficie de las plaças, observâmes con - 
tincidn Gram, f inos filomentos fragiles con cocos pequeffos - 
en su interior que tomon dificilmente los colorantes Dienes_ 
y Moy-Grünwold.
Para la forma L openos notomos diferencios en los culti—  
vos sobre medio ogor PPLO o en los cultives sobre ogor 1,5 % 
odicionodo con 10 % de suero de cobollo, pero si en los cre­
cimientos sobre medio ogor PPLO con odicidn de penicilina, -
MYCOPLASMA FERMENT ANS. ^
Colonias de un cultivo de 6 dias de incubacion en plaças de 
medios:
Agar PPLO.
I
Agar Columbia.
Agar PPLO con adicion de suero de caballo.
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FORMA L INDUCIDA.
Crecimiento en medio bifasivco con 13-222U/cc de penicilina 
Cultivo de 7 diaa en plaça
Agar 1,5% con suero de caballo
Agar PPLO Agar PPLO con penicilina
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observando formas de morfologlo diferente o monero de mosas_ 
gronulcsas en cuyo interior se presenton cocos muy pequerfos.
2G.- Pruebos de identificacidn en la comparacidn.
a ) Filtracion.
En la filtracion de micoplasmas observâmes en nuestros —  
trabajos que cuondo utilizamos los filtres Millipore de pore 
0,45 y 0,22yum con la fuerzo del vacio o con jeringa, no se_ 
presenton modificaciones ni en el numéro de microorganismos_ 
ni en su morfologla como comprobamos con lectures en espec—  
trocolorimetro y en los cultives en places de los liquides - 
de crecimiento, antes y después de le filtrecidn. AsI, cult^ 
vos en places de los filtres utilizodos demuestron que no —  
son copoces de retener estes microorganismos, pues denoten - 
ousencio de crecimiento.
Al utilizer filtres EKA pare los micoplasmas, abservamos_ 
que el numéro de microorganismos quede muy olteredo tonte en 
numéro como en su morfologla. Al cultiver restes de filtres en 
sus crecimientos se presenton formas muy troceodos ddbiles,- 
con lagunes granuloses en le superficie.
En la filtrocidn de los cultives de Streptococcus viri- - 
dons se demuestro que este microergonismo quede retenido en_ 
tedos los filtres (Millipore y EKA), no existiendo crecimiein 
to en les places sembredes con los liquides de filtrodo y si
un gran crecimiento en los cultives de los filtres.
Los lectures de los liquides de filtrocidn en espectroco- 
lorlmetro, nos muestron que no poseen microorganismos como - 
pore detector lecture.
Pore le forme L inducide observâmes que pose o trovés de_ 
los filtros Millipore tente de 0,45 como de 0,22yum de pore, 
pero es de destecor que cuendo reelizemos el ensoyo, ut£ 
lizendo el veclo, los formas eperecen después en los culti—  
vos en place ligeromente deformados,mientres que cuondo ree- 
lizomos el 2^ ensoyo, con le utilizecién de jeringe, se ob—  
serve més cloremente los cultives de sus formas ténues tlpi- 
ces, s in epenes modificeciones.
Le forme L inducide pose e trovés de filtros EKA, obser—  
véndose une ligere disminucién del numéro de microorganismos 
crecidos sobre les places sembredes con los liquides de cul­
tive, epereciendo esceses formas ténues en le superficie de_ 
les places de incubéeién de los filtros después del ensoyo.
Tinciones de estes formas de crecimiento de los cultivos_ 
de los liquides filtredos nos muestron los mismes propiededes 
con respecte e los colorantes como los ye descritos.
Les pruebes de identificecién de los microorganismos se - 
mentienen e trovés de todos los enseyos.
-/!')-
B) Digitonina.
Comprobamos la posibilidad de cultivos de micoplasmas en 
medio liquide Hoyflick en el que la odicion de liquide osci- 
tico ha side sustituida per un 20 % de socaroso, dando lugar 
a crecimientos en les que se montiene la morfologla e ident_i 
ficocién de estes microorganismos.
El crecimiento en tube présenta la formacién de une retlcy 
la de gran crecimiento formado por uno ogregocion olgodonoso 
en el fonde.
Tincién de estes liquides muestron para los micoplasmas - 
la presencio de formas bipolores y onillos muy pequeMos.
Por ser el Mycoplosmo fermentons y el Mycoplosmo loidlowii 
los de moyor crecimiento, son los que tomomos como modèles - 
de comporociôn con lo forme L inducide, pore observer sus —  
comportemientos.
Les curves trezedes tomendo les lectures de le densided - 
optice respecte e le concentrecion de digitonine egregedes,- 
presenten diferentes dotes segun code micoplesme, pero es co 
mun e todos elles le disminucién de los velores de turbidez_ 
en el tremo finel con respecte el iniciel, y cesi siempre en 
relocién directe con le concentrecion de digitonine utilize- 
de.
Le curve correspondiente e le forma L présenta incluse —  
con le dosis minime (7 ug) une veriecién muy brusce. Luego -
—' ' 1 (1 —
oporece un periodo de odoptoclén y nuevomente observomos uno 
linea de escasa voriacion respecte al crecimiento iniciol.
La observocion microscopico de los tinciones de estes cu^ 
tivos liquides de micoplasmas y forma L,muestron la pérdido_ 
de lo copocidod de fijor los colorantes, encontrando formos_ 
ténues disminUidos de tomoMo y troceodos.
Al sembror en plaças estes cultivos liquides muestron cr£ 
cimientos de formas ténues irregulores que montienen los - - 
pruebos de identificocién.
Lectures en espectrocolorimetro pore Mycoplasme fermentons:
Lecturo iniciol ........  0,990
7 ug ....................  0,181
15 ug ....................  0,181
30 ug .................. 0,181
60 ug ....................  0,174
120 ug ....................  0,171
240 ug ....................  0,168
Lectures en espectrocolorimetro pore Mycoplosmo loidlowii:
Lecturo iniciol ........  0,204
7 ug ....................  0,200
15 ug ....................  0,195
30 ug ....................  0,197
60 ug ....................  0,190
120 ug ....................  0,187
240 ug ....................  0,184
Lecturas en espectrocolorimetro poro Formo L indueido:
Lecturo iniciol ...... 0,400
7 ug .................. 0,377
15 ug .................. 0,387
30 ug .................. 0,398
60 u g  «...........  0,398
120 ug .................. 0,398
240 ug ............. . 0,409
C) Potogenio y persistencio.
En ninguno de los cosos se produ)o lo muerte de ningun —  
onimol. Se puede por tonto ofirmor que no existe potogenio - 
mortol poro el rotdn inoculodo con micoplosmos humonos, - —  
Streptococcus viridons, y formo L inducido.
Se presenton unicomente sintomos destocobles poro oquellos 
inoculodos con suspension de Streptococcus viridons en los - 
que se observan signes de odormecimiento y temperoturo.
Tinciones.
Medionte tinciones Grom, Dienes, Moy-GrUnwold y Giemso en 
songre, liquides y serosidodes, se observan las formas tlpi- 
cas de micoplosmos, cocos de gron tomoMo poro Streptococcus 
viridons (formondo codenetos muy visibles) y ogregociones d^ 
biles de gron otoque o los leucocitos y linfocitos poro los_ 
muestros de formo L.
Cui-va de comportamien to de Mycoplagma_fcrmontan 
trente a concontraolones crecJ entes de dj gi to-
nina _2i8-
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Curva de comportamienho de Mycoplasma laidlawii 
trente a concentraciones crecientes de di pi to-
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Lo colecci6n de fotos nos muestron estos diversos comport^ 
nientos. Songre de los animales sacrificodos a los 8 y 9 - - 
dfos, muestron uno gron contidod de célulos mononucleores y 
exudodos polinucleores.
Plocos.
Los cultivos de llquido peritoneol y songre de rotones —  
inoculodos con Mycoplosmo fermentons, sacrificodos del dio 1 
ol 5, presenton en plocos de ogor PPLO crecimiento en formo_ 
de "logunos gronulosos".
Cultivos de muestros de rotones sacrificodos ol cobo de 5 
o 10 dfos de lo inoculocidn, crecen en formas tdnues.
Poro los onimoles inoculodos con Mycoplosmo loidlowii y - 
sacrificodos del dIo 1 ol 20, se observon formos tfnues re—  
dondeodos.
Rotones inoculodos con Streptococcus viridons muestron o_ 
lo lorgo de todos los ensoyos formos y pruebos de este micro 
orgonismo sin voriocidn.
Muestros de rotones inoculodos con lo formo L presenton - 
urn crecimiento de formos tenues irregulores en los cultivos_ 
de Ifquido peritoneol y songre, formos que desde los mues- - 
tros de los socrificios del dio 6 ol 10 se von hociendo m6s_ 
redondeodos, semejontes o los encontrodos en los ensoyos on- 
terlores.
Los pruebos bioquimicos se montienen duronte todo el tro-
bo)0.
Es de destocar que los animales, a partir del rotdn socr^ 
ficodo el d£o 6, presenton los cdpsulos suprorrenoles desprer^ 
didos con oumento de tomorto.
Por comporociôn en los fotos podemos observer los mues- - 
tros de tinciones y cultivos obtenidos.
Podemos por tonto ofirmor que lo formo L persiste duronte 
los 10 dfos que durô la experiencio. Persisten sin presenter 
voriociones, pues es idôntico a la Inoculodo y no se encuen- 
tro en ningun coso en los rotones sacrificodos en el lote —  
control.
CULTIVOS EN PLAÇAS DE LIQUIDO DE PERITONEO DE RATON
Raton inoculado con forma L.Sacrificado a I ob 5 âias 
Plaças incubadas durante 7 dias
Agar PPLO Agar PPLO con penicilina
Agar 0,1 Agar 0 ,8% con penicilina
Agar 1,5% Agar 1,5% con penicilina
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TINCION QIEMSA-SANQRE DE RATON.
Sangre da raton Inoculado con l^ cpylagma farmentana aacri' 
ficado a los 4 diaa.
Sangre da raton inoculado con Streptococcus viridana
sacrificado a los 4 dias.

j a r
Raton inoculado con Streptococcus viridans,sacrificio a los 
5 dias
Raton inoculado con Mycoplasma fermentans,sacrificio a los 
5 dias
Raton inoculado' con Streptococcus viridans, sacri ficio a los
lo dias.
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TINCION GIEKSA-ADHERENGIAS
RAton Inoculado con forma L,sacrificado a los 4 dias.
Raton Inoculado con forma L,sacrificado a los 5 dias
Raton inoculado con forma 1,sacrificado a los 5 dias.
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VI. D I S C U S I O N
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MICOPLASMAS
La propiedad mas destacable de los micoplasmas es su labi 
lidad, existiendo voriociones morfolôgicos, como hemos podi- 
do comprobor en nuestros experiencios de envejecimiento, cu- 
yos resultodos nos permiten ofirmor que en cultivos liquides 
jôvenes, de 1 o 4 dios de incubociôn, los cultivos de mico—  
plosmos presenton en sus tinciones Grom y Giemso formos fila 
mentosos tenues con granules diminutos en su interior, mien- 
tros que estos mismos cultivos presenton o los 15 dios de ini 
cubociôn, mosos de ogregodos con granules de moyor tomoMo en 
su interior y cuyo viobilidod con respecte o los cultivos 
venes es menor.
Los mismos voriociones morfolôgicos se observon ol hocer_ 
tinciones de colonies Dienes de micoplosmos, cuondo tienen - 
15 o 25 dios de incubociôn, voriondo lo morfologlo de lo co­
lonie, modificondo el ospecto corocteristico de "huevo frite* 
el ir oumentondo el numéro de gronulociones hosto disgrego—  
ciôn total de le colonie.
El proceso de fijocién por el color pero lo tinciôn de —  
Grom reolizodo en micoplosmos produce su desintegrociôn por_ 
no tener ôstos la defense de le pored, por lo que es neceso- 
rio prolonger durante varies bores o temperature ombiente el
proceso de secodo y éliminer le occiôn del color en este mô-
- 2 2 9 -
todo de tinciôn.
Los colorontes utilizodos en los tinciones mod ificon to—  
tolmente la morfologlo por occiones ffsico-quimicos, por lo_ 
que es imprescindible detollor el môtodo de colorociôn u t i H
zodo poro codo coso. As£, comprobomos que, en general, con - 
la tincién de Grom los micoplosmos se presenton en filomen—  
tos entrecruzodos con formos mozudos y onillos, mientros que 
con lo tincién de Giemso los filomentos son més tenues, exi^ 
tiendo uno disgregocién morfologico de los elementos inte- - 
grontes, lo que nos porece seo debido o lo diferencio de pr£ 
sién osmético, ejercido por los distintos componentes en los 
sucesivQS foses de lo colorocién, sobre lo membrono de estos 
microorgonismos. Por consiguiente, si queremos logror uno ob 
servocién clora de la morfologla,recomendomos la tincién de_ 
Grom, como demostromos en los fotos poginos 162,163 yl64 
de la parte experimental.
Estos efectos de alteraciones morfolégicos cousodos por - 
las variaciones de presién osmética debidas o las tinciones_ 
son semejontes o los observodos en nuestros ensoyos de dis—  
gregocién de micoplosmos en oguo destilodo o en soluciones - 
de cloruro ^dico de distintos concentrociones. En oguo dest^ 
lodo permonecen cocos diminutos que solo son copoces de so—  
portor esta accién 48 boras. En las soluciones biperténicos_ 
de cloruro sédico los micoplosmos se presenton como mosos —  
ogrupodos con tomoRo menor de lo morfologlo normol, mientros
- 230-
que en soluciones hipotdAicos los formes son moyores, formon^ 
do uno moso de lo que porten filomentos; en ombos cosos, lo_ 
modificocidn osmético conduce o colonies de mic.'ftplosmos con 
uno morfologfo especial que denominamos "lagunas gronulosos". 
Estas formas cumplen las pruebos de identificocién fisiolégi
COS.
Si la accién de la presién osmético no es muy continuode_ 
(24 horos) ol resembror el cultive récupéra su forma tipico.
En la observocién ol microscopio de controste de foses, - 
vemos que uno de los filomentos de la célulo se olorgo, opo- 
reciendo en su interior zonas opocos (densos) y entre ellos_ 
se forman a monero de nudos, dando ol conjunto forma de code^ 
neto. Toi vez seon estas zonas las que luego se estrongulon_ 
y seon copoces de, por seporocién, dor corpuscules elemento- 
les, toi como lo describen Beveridge y Borrel (1943) y Freund 
(1958). Morfologfos muy diverses puede mostror un microorgo- 
nismo y entre elles formes porecidos o los descritos por Ke^ 
ton y col. (i960) cuondo ofirmobon que en los microorgonis—  
nos de le pleuroneumonfo oporeclon grénulos Grom positives.- 
Por su distinta opocidod creemos en lo posibilidod de que —  
les formas globosos seon les que conserven en su interior el 
materiel genético de la bacteria.
El frio produce en los micoplosmos dos tipos de efectos:- 
uno, el que conduce a un retroso en el desorrollo celulor —  
(efecto metobélico) y otro, el que ofecto a la integridod de
- 2 3 1 -
su estructura (variacién morfolégico).
El primero de ellos es un efecto considerodo normal en t£ 
dos los microorganismos conservados a temperatures bajas. —  
Asi, al posor a medios liquides la coleccién de micoplosmos_ 
utilizodos en nuestro trobajo, que hobion estodo conservados 
a -20BC, durante un periodo de dos ofYos, comprobomos que el_ 
vira je de pH de los medios que nos indicobo que su metobolis^ 
mo progresobo, se retrosobo con relocién o los muestros sin__ 
conservacién en nevera. El numéro de dios era mayor en medios 
liquidos sin penicilina, que en oquellos a los que se ogregé 
penicilina. Los tinciones de Grom y Giemso de ombos series - 
de cultivos presentobon tombién diferencios, siendo en los - 
medios liquidos con penicilina en los que se observobo mayor 
semejonzo con las tinciones de las muestros no conservados - 
en nevera. En ombos cosos los micoplasmas conservobon las —  
pruebos de identificocién.
Al posor estos cultivos liquidos a plaça fue donde se ob­
servé voriocién morfolégico de sus colonies; se observoron - 
formas irregulores no reconocibles en los micoplosmos procé­
dantes de medios liquidos sin penicilina y resembrodos en —  
plaças de agar con o sin penicilina. Estas formas irregulo—  
res eron como los encontrodos por Smith y col. (1957) y que_ 
ellos ofirmobon estor originodos por bocterios deteriorodos, 
este modificocién morfolégico nosotros lo denominamos "lagu­
nas gronulosos y formas tenues". La modificocién permonecié_
inalterable durante numerosas resiembros en sus medios espe­
cif icos poro todos los micoplosmos de nuestro coleccién. For 
nos que quedon re fie jodos en las fotos correspondientes ol - 
Mycoplosmo orol tipo 1 en lo parte experimental, pogino 167«
En el COSO de siembros procedentes de medios liquidos con 
penicilino a medio solido con penicilina, los colonios o pe- 
sor de no tener uno morfologlo tipico de "huevo frito", pre­
sent on forma redondeodo con bordes bien delimitodos. En el - 
COSO de Mycoplosmo fermentons y del Mycoplosmo pneumoniae —  
las colonies oporecen como ogrupociones redondeodos con un - 
oro o reborde que las envuelve, destocondo que en los suces£ 
VOS resiembros toman siempre estas formas. Fotos poginos
Los formas encontrodos poro Mycoplosmos solivorium, Myco- 
plosmo cepo T, Mycoplosmo hominis y Mycoplosmo loidlowii, —  
son semejontes o los que presenton estos micoplosmos en fose 
de envejecimiento de su desorrollo normol, por lo que consi- 
deromos que su metobolismo esté ocelerodo.
Poro evitor estos alteraciones morfolégicos, los micoplo£ 
mas no deben conservorse duronte périodes prolongodos de - - 
tiempo o -20@C, siendo recomendoble resiembros periédicos —  
mensuoles en medios de cultivo con penicilino pues porece —  
que ésto influye en el normal desorrollo de su metobolismo,- 
presentondo formas aiorfolégicamente tipicos.
Nuestros métodos de siembros de cultivos liquidos de mico
plosmos en plaças de agar comûn pueden dar lugar a pensar —  
que no es necesaria la utilizacion de medios sdlidos enriqu£ 
cidos, ya que estes microorganismas crecen sobre ogor comün_ 
con morfologias tlpicas, pero henos de considérer que los m£ 
coplasmas sembrados eston suspendidos en medios liquidos es- 
pecificos (enriquecidos) y ol realizar las siembras por inuin 
daci6n de la superficie de la plaça (retirando el sobrenado£ 
te al cabo de 15 minutes) estos liquidos impregnon en conti- 
dad suficiente el agar comun para proporcionar a los mico- - 
plasmas los elementos indispensables. Por ello suponemos que 
estos componentes ricos no son de cuontia tan necesaria como 
para obliger a su utilizacién en las tdcnicas habituales, —  
bastondonos esta Idmina de impregnacidn superficiel.
Cultives abondantes de micoplesmes en medios liquides es- 
pecificos pueden crecer con morfologie tipice en siembras en 
places sobre medios de agar normal, siempre que el método —  
utilizedo pare su siembro see depositedo este liquide de cr£ 
cimiento sobre le superficie.
IWUCCION DE FORMA L .
En el proceso vital un microorgenismo adepte sus estructij 
ras y funciones con respecto o su entorno hosto los limites_ 
de su copocidod bioldgico pore preserver su viebilided.
Como observâmes en le revisi6n bibliogrâfica, muchos hen_
Cî
sido los metodos ensoyodos de induccién de forma L, existieri 
do por ello gron voriedod de resultodos.
En los ensoyos de induceI6n de forma L de Streptococcus - 
viridons por los métodos de difusion, surco o disco, obtene- 
mos formas dificiles de determiner en su morfologie y numéro, 
coincidiendo con los resultodos obtenidos por Abbote y col.- 
(1973) p ar a le forme L de Klebsiella. Enterobocter, Pseudo«£ 
nas. Shigella flexneri. Staphylococcus y Proteus. En estos - 
métodos el contocto microorgonismos-ogente inductor es ton - 
escoso que solo se obtienen olgunos gronulaciones puntifor—  
mes ("logunos granuloses") y al realizar les pruebes de re—  
versién, reoporecen inmediatemente les formas de origen. No_ 
son métodos interesontes pore utilizor en le induccién por—  
que presentan escoso crecimiento y dificulted en el manejo - 
para les pruebes de identificecién.
Uno de los fectores mas interesontes pore le induccién de 
forme L de Streptococcus viridons en medio liquide es el mo- 
mento conveniente en el crecimiento del organisme en el que_ 
hoy que oAedir el ogente inductor. Los resiembros en los me­
dios de induccién deben de hocerse con cultives liquidos de_ 
Streptococcus viridons en su fose logoritmico pore obtenez - 
un swjor rendimiento de obtencién de forme L. Este resultodo
coincide con el resultodo encontrodo por Londmon y col. ----
(1968) pore sus estudios en Bacillus subtilis y MocKoy y Te^ 
1er (1954) pore Haemophilus gollinarum.
Lo compos ici6n del medio es otro factor importante para - 
la obtencién de forma L, habiéndose comprobado que el medio_ 
Hayflick es el que présenta la composicién mas idénea. De —  
los resultodos obtenidos con coldo nutritivo se desprende la 
necesidod de un protector osmético, por lo que este no es un 
medio oconsejoble. Con los medios Tood-Hewitt y Hayflick en_ 
los dos primeros poses, tonto con é.éééU/c.c. como con - - - 
13.222U/c.c. de penicilino, se observoron cocos puntiformes_ 
abondantes, que al ser sembrados en plaça creclon en forma - 
de "lagunas gronulosas" monteniendo esta morfologlo hosto el 
12^ pose, a partir del cuol el crecimiento en plaça es mas - 
répido y la morfologie de las colonies es pequeAo, irregu- - 
1er, tenue, a veces granulosa en su interior, pero que, ol - 
quitor el agente inductor volvion o revertir o su forma pr^ 
mitivo, morfologie que seguio répitiéndose en sucesivos po—  
ses en medio Tood-Hewitt. S in embargo en el medio Hayflick - 
con 13.222U/c.c . ya en el pose 13# se empezoron a observer - 
formas mas delimitodos y ligeromente incrustodos en el agar,
tel como hobion descrito Chonock y col. (1962). Por lo que - 
el medio Tood-Hewitt se considéra de menor rendimiento pora_ 
la induccién de forma L de Streptococcus viridons. Por otro_ 
porte esta oporicién de formas mas delimitodos en el medio - 
con mayor concentrocién de penicilino nos muestro une relo—  
cién entre la morfologie y la concentrocién del agente indu£ 
tor, como ya indicobon Klieneberger-Nobel (1951), Rubio Hue£
tos (1954) e Hijmans y col. (1956).
A lo largo de nuestro trabajo experimental Memos llegodo_ 
a la conclusidn de que para un mayor rendimiento en la obten 
cién de la forma L de Streptococcus viridans es conveniente_ 
odoptor ol microorgonismo, por sucesivos poses a concentra—  
ciones crecientes del agente inductor, pues con ello se con- 
sigue uno morfologfo mas definido. Comprobondo que después - 
de 15 poses en medio Hayflick con 6.éééU/c.c ., seguidos de - 
15 poses en este mismo medio con l3.222U/c.c. se obtienen —  
formas L fi)os o astables, puesto que al resembror a medios_ 
sélidos sin el agente inductor no revierte o la forma bocte- 
riono de origen.
Los resultodos obtenidos en la induccién de forma L en m£ 
dio bifésico son los mismos que los onteriormente descritos, 
pero con la venta|a de poder observer simulténeomente las co 
lonios sobre la superficie del agar y el crecimiento en el - 
medio liquido, por lo que reduce el trobajo posterior de re- 
siembros a places. Habiéndose observodo odemos, que les mue£ 
tros procédantes de diferentes poses, conservodos en este sw 
dio, presentobon gron estobilidod, monteniendo su morfologie 
durante 3 meses a 49C. Por lo que es un medio répido para la 
obtencién de forma L, y util pore su conservocién.
En los trobojos de induccién de forma L "in vivo" por ino 
culocién introperitoneol de Streptococcus viridans seguido -
-?y?~
de inyeccién subcuténea de dosis unices de I.OOOU/c.c., - —  
2.000U/c.c. y 6.000U/c.c, de penicilino y sacrificio de los_ 
animales a las 3 y 6 bores de la inoculocién, hemos observo- 
do en las tinciones Gram y Giemsa de songre y liquido de per£ 
toneo, formes filomentosas y estreptococos diminutos que ol_ 
ser sembrados en places de agar PPLO crecen de forma tenue,- 
puntiforme, de toi monero que en la siguiente siembro toman_ 
forma de colonie tlpico de Streptococcus viridans. Por lo —  
que con estos tiempos de tomo de muestro y dosis de 1.OOOU/c.c, 
2.000U/c.c. y 6.000U/c.c. de penicilino, no se obtiens indu£ 
cién de forma L.
Si con estas mismos dosis, la tome de muestro se reoliza_ 
a las 24 bores, las tinciones reolizodos con liquide perito­
neal y songre, muestron formes tipicos de Streptococcus viri 
dons, lo que demuestro que diebas dosis son insuficientes p£ 
ro logror la induccién.
Al oumentor la dosis de penicilino a l2.000U/c.c. los fo£ 
mas que se observon a las 3 bores, 6 bores y 24 bores, son - 
seme{antes, pues las tinciones efectuodos con dicbos mues- - 
très presentan en todos los cosos filomentos tenues con co—  
COS diminutos entre sus entrecruzomientos. En las tinciones_ 
de songre se ven leucocitos en fose de fogocitosis, fotos p£ 
ginos iS5 y 22^t, no observéndose diferencios en los distin—  
tos tiempos de sacrificio. En las pruebes de reversién r e o M  
zodos con el liquido peritoneal, se observoron formas irreg£
lores de tamoAo medio seme jantes a las encontrodos para la - 
forma L en la induccion "in vitro". Pero a las 6 resiembras_ 
en ogor 0,8 % sin penicilino, las colonies eron de crecimieri 
to de Streptococcus viridans, lo que nos indico que no es S£ 
ficiente uno dosis de 12.000U/c.c. poro obtener une formo L_ 
estoble. Cuodros l89»19o y 191 -
Lo odministrocién de une 2* dosis de ontibiético o les 10 
horos de la inyeccién anterior do lugor a formas seme jontes_ 
tonto en los rotones socrificodos o los 3 como o les 24 ho—  
ras, cuyos tinciones, de liquide peritoneal y songre, openos 
tomon los colorantes,observéndose formas tenues pequeAos.
En las pruebes de reversién de estas formas necesitomos 8 
resiembros en medio de agar 0,8 %  o medio de gelatine, sin - 
penicilino para poder identificor el estreptococo de origen, 
por lo que coincidimos con Londmonn y col. (l9é8),yo que ob- 
tenemos mejor rendimiento en el proceso de reversién de for­
ma L sobre swdios de gelatine y medio de agar 0,8 % que so—  
bre medio ogor 1,5 jC y ogor PPLO. Porece ser que el pleomor- 
fisHK) adopta uno forma més definida, lo que hoce pensar en - 
un meconismo puromente fisico de proteccién osmético, debido 
o la olterocién de su pared.
La inyeccién de esta nueva dosis de agente inductor en ro 
tones do lugor a forma L que mantiene la estobilidod durante 
més resiembros en sus pruebos de reversién, pero que no llega 
a forma L astable de Streptococcus viridans, confirmâmes uno
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semejanza morfolégica con las formas obtenidas en los troba- 
jos de induccién "in vitro".
La inoculacién intraperitoneal de Streptococcus viridans 
seguida de inyeccién subcuténea de é.OOOU/c.c. y l2.000U/c.c. 
de penicilino, en dosis unico, produce en los animales la —  
formacién de una mucosidad sobre las capsulas suprarrenales_ 
en la que por tincién de Gram se observan células epitelia—  
les y formaciones mucosas con cocos diminutos como detollo—  
mos en los fotos del trobajo de induccién "in vivo". En los_ 
osas del intestine se producen unos serosidodes con cocos eni 
tre la materia grosa, que en el caso de las muestros de ro—  
tén inoculodo con l2.000U/c.c. y socrificodo a las 24 horos, 
son de mayor tomoRo y ogré^Obcién. Porece ser que estos com­
ponentes grosos protegen de la occién del agente inductor o_ 
las mosos de ogregodos de cocos y por esto encontromos mayor 
acumulocién de estreptococos, de toi forma que al realizar - 
la siembro de estos exudodos sobre ogor PPLO observâmes un - 
gron crecimiento, mientros que los siembras de tejido pulmo- 
nor o de hfgodo no lo presentoron.
La administrocién de uno 2^ dosis de ontibiético do lugor 
a las mismos formaciones de mucosidad sobre las cépsulos su- 
prorrenoles y serosidodes en las osas del intestine, pero de 
mayor tomoRo que en las observodos en la odministrocién de - 
uno solo dosis. Los cépsulos suprorrenoles eston desprendi—  
dos y los riRones ligeromente inflomodos.
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Dettacomos lo pérdido de lo propiedod de olfo hemolicis - 
corocterlstico del Streptococcus viridons, en los formas ob­
tenidas en los procesos de Induccién "in vitro" e "in vivo", 
mientros que el resto de las propiedodes bioqufmicas de iden 
tificocién se montienen. Ton solo en el caso de lo induccién 
"in vivo" con dosis de I.OOOU/c.c. de penicilino, lo olfo he- 
molisis permonecio, lo que viene a corroborer que esto dosis 
es insuficiente poro dor lugar a formo L "in vivo".
ESTiOIOS PARA COMPARACION PE MICOPLASMAS Y FORMA L IWUCI
DA.
Lo consistencio del ogor do lugor a modificociones morfo- 
légicos en el crecimiento tonto de los micoplosmos como en - 
lo formo L, slendo el ogor de concentrocién 0,8 el que dq_ 
lugor o colonies de moyPr tomoRo, bociendo més patentee los 
gronulaciones de su Interior, disgregéndose el con junto de - 
lo colonie més ropidomente en este medio. Porece por tonto - 
que existe uno relocién entre el tomoRo y morfologlo de lo - 
colonie de estos microorgonismos con lo durezo del ogor, de- 
moetréndose su penetrocién hocio el interior del ogor o tro­
ués de los dlos de incubocién.
En este efecto coincidimos con los resultodos de Dienes y 
col. (1968), ol oflrmor que los propiedodes ffsico-qufmicos^ 
del medio Influyen notoblemente en el ospecto morfolégico de 
les colonies, hociéndelos o veces indistinguibles cuondo om-
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bos microorgonismos eston cultivodos en sus medios més idé—  
neos.
La comparacién de las fotos, pégino I94, y los cuodros c£ 
rrespondientes, nos llevo o recomendor la utilizacién del —  
agar blando en trobajos de laboratorio de diagnéstico, sem—  
brando la plaça por inundocién con los liquidos de cultivo - 
de formo L y de micoplosmos; y el ogor PPLO y ogor 1,5 ^ po- 
ro trobajos de experimentocién, pues en estos medios el cre­
cimiento presento uno morfologlo més detallada, mejor posib^ 
lidad de manejo poro cortes en los tinciones,y la conserva—  
cién de la coleccién présenta menor riesgo de contaminacién_ 
y desecocién.
Al observer lo influencio de foctores como lo consistée—  
cio del ogor y los distintos unidodes de penicilino ogrego—  
dos o los isedios de cultivo sobre el ospecto de los cultives 
encontromos une escolo de occién de estos ogentes morfogéni- 
cos en los cuodros von desde lo observocién en tinciones de_ 
liquides de micoplosmos de formes filomentosas con cocos de_ 
gron tomoRo en su interior (medios con 4.000U/c.c. de penic£ 
lino), hosto cocos pequeRos openos coloreables cuondo los —  
unidodes de penicilino utilizodos son lé.OOOU/c.c., voriocio 
nés que son seme jontes o lo observodo en el proceso de indu£ 
cién o formo L.
Lo utilizocién de un numéro moyor de unidodes de peniciM 
no G sédico que lo propuesto por diversos outores, nos mues-
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tro lo posibilidod de crecimiento de micoplosmos y formo L,- 
o estas dosis superiores aunque se reduce el numéro de estos 
microorgonismos viables, los que presentan uno morfologfa —  
mos detallada.
Esta correlacion directe entre lo concentrocién de penici 
lino y la inhibicién del crecimiento fue estoblecido por - - 
Wright (1967) para cultivos de Mycoplasma neuroliticum. En —  
nuestros trobajos esta influencio ha sido notoblemente desto 
coda para los cultivos de Mycoplasma fermentons y Mycoplasma 
laidlawii, como observomos en los fotos paginas 2o2,2o3»2o4 y 
2o5• . ' - - —.
Las variaciones observodos en las tinciones con micoplas-
mas y forma L sometidas a la occién de elevadas concentracW 
nés de penicilino y que se moniflestan por uno disminucién - 
en la coptocién de colorante, puedon deberse a combios de —  
permeobilidod de las membranas bacterianas sometidas al ogeii 
te inductor.
El suero es un factor necesorio para la induccién de for­
ma L de Streptococcus viridans y poro el cultivo en medio H  
quido de micoplosmos, pero su odicién o los medios sélidos - 
no es imprescindible, ton solo en los cultivos de la forma L 
don colonios més definidos, por lo que puede ser oconsejoble 
su utilizacién, Ladmon y col. (1968) obtienen la reversién de 
la forma L al reducir la concentrocién de suero en los me--
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dios. Observando las fotos, paginai vemos la influencia_
de este factor sobre la morfologia de estos microorgonismos, 
en los medios con distintas concentrociones de suero.
Es oconsejoble a la visto de la diversidod obtenido en la 
morfologia que se présenta con los distintos medios, elegir_ 
el medio que creomos mos idéneo para coda trobajo y utilizo£ 
le siempre para tener referencio de su morfologia, ya que e£ 
ta morfologlo (tomoRo y ospecto) esta en funcién del medio - 
utilizodo.
Los muestros cllnicos en las que se von a realizar ident£ 
ficocién de micoplosmos y de forma L, se tronsporton en me—  
dios que contienen ontibiéticos y se conservon a temperature 
que pueden dar lugor a induccién a forma L de olgunos de las 
bocterios que les ocompoRon.
Para la forma L la digitonino disminuye bruscomente la —  
densidod éptico de los cultivos. Concentréeiones de 7 Ajg, —  
producen une disminucién de lecture de densidod éptico, mie£ 
très que el efecto de la odicién de 240^g. de digitonino —  
produce une lecture de densidod éptico superior a la de por- 
tido, como observomos en los cuodros y groficos, por lo que, 
el crecimiento résulta pues fovorecido con la odicién de de- 
terminodos concentrociones crecientes de digitonino. Esta d£ 
ferencio que se présenta entre las lectures de densidod épt£ 
co, tombién se compruebo en las siembras de estos liquidos - 
en plaças, disminuyendo o oumentondo el crecimiento de for—
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mas tenues sobre la superficie de la plaça, tel vez este efe£ 
to puede interpretarse como une occién qulmico de la digîto- 
nino sobre la membrane celulor modificondo el métabolisme no£ 
mol de le célule.
Este olterocién fIsico-quimico de la membrane se ho oise£ 
vodo timbién en los micoplosmos, observéndose que en estoi m£ 
croorgonismos produce une modificocién fisiolégico, olteia - 
la barrera osmético y les células se vuelven osméticomenke - 
sensibles. Los combios de permeobilidod hocen varier tosbién 
las propiedodes de tincién corocter1sticos, mostrondo como - 
en experiencios onteriores uno disminucién en la copocidod - 
de fijor los colorontes desoporeciendo les formos bipolcres_
y onillos pequeRos que oporecion en los cultivos de miccplo£ 
«SOS liquides, ontes de oRodir lo digitonino.
La occién de la digitonino sobre los Mycoplasmes fermen­
tons y Mycoplosmo laidlowii es producir une disminucién pro- 
gresivo del numéro de microorgonismos viables,como obseivomos 
en las gréficos de los lectures de los densidodes éptico. - 
Lo digitonino octuo de bocteriostotico; de tel monero qte la 
copocidod de crecimiento de estos microorgonismos se récupé­
ra cuondo les sembromos nuevomente en sus medios nutritives 
especificos, si la resiembro se hoce antes de 48 horos. Rec£ 
peron sus propiedodes de colorocién, comprobéndose que mon—  
tienen en todo el ensoyo sus propiedodes de identificocién.
Las modificaciones observodos tonto en micoplosmos como - 
en forma L por lo occion delo digitonino, coinciden con los 
detallodos por Rozin y Argomon (1963) poro sus micoplosmos y 
forma L.
En nuestro porte experimental hemos encontrodo el poso de 
micoplosmos y forma L inducida de Streptococcus viridans o - 
trovés de filtros Millipore de poro 0,45 um. y 0,22 um. y o_ 
trovés de filtros EKA, lo que nos permite ofirmor que utili­
zor el método de filtrocion para separaciôn de estos microo£ 
gonismos no es correcte, pues ombos coexistiran en los mues- 
tios filtrodos.
As! coincidimos con Boven y col, (1968) cuondo ofirmon —  
que la filtrocion a trovés de filtros depende de las condi—  
ciones de cultivo y del proceso de filtrodo, pudiendo llegor 
este método o modificor lo morfologia de los microorgonismos 
sometidos o esta experimentac ion.
La presién utilizodo para el filtrodo puede octuor sobre_ 
estos microorgonismos que corecen de pored, dondo lugor o m£ 
dificociones en sus morfologios tipicos.
Encontromos que la forma L es muy sensible a la presién - 
ejercido sobre los liquidos de cultivo.
En ninguno de los cosos de inoculacién introperitoneol en 
rotén, con suspensiones de Streptococcus viridons, miroplos- 
mos o formo L inducido, existe potogenio mortol.
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En tinciones Grom, Dienes, Giemso y Mcy-Grünwold de liqui 
do peritoneal, realizados de ratones sacrificados en dias s£ 
cesivos, observamos las formas tipicas de cada microorganis- 
mo inoculada, demostrando como Drocch, Schmitt y Slomsko - - 
(1973) la accion bactericida de las células fagoclticas de - 
la sangre de ratén sobre la forma L.
Aumenta el mecanismo de defense de la sangre, observando- 
se un aumento de fagocitasis y oumento de células mononucle£ 
das. Fotos paginas 226
Los cultivos de sus liquidos peritoneal y sangre en pla—  
cas de agar PPLO,muestran variacién morfolégica en las for­
mas de crecimiento en los cultivos de los liquidos, con ob—  
servocién de los "lagunas granulosas" (socrificios del dia 1
al 5) en el coso de la inoculacién de Mycoplasme fermentons, 
de toi monero que las liquidos de sacrificio de los dios 5 - 
ol 10 presentan en los cultivos en plaças formas redondeodas 
delimitadas.
Las formas procédantes de cultivos de liquidos obtenidos_ 
en los rotones inoculodos con Mycoplosmo loidlowii, son te­
nues y redondeodas en todos los observociones.
Rotones inoculodos con suspensiones de Streptococcus viri 
dons presenton en sus tinciones de liquide peritoneol y san­
gre, osi como en los cultivos en plaças de estos liquidos, - 
lo identificocién de este microorgonismo s in voriocién.
Coincidimos con Tulosne ol ofirmor la posibilidod de re—
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aislamiento de la forma L en el animal, después de varios —  
dios de inoculacién. Nuestros dates coinciden con los encon­
trodos por Smitt y col. (1967) en los que mostroron la per—  
sistencio de la forma L de dos cepos de Streptococcus del —  
grupo A en tejido de ratones sacrificados 25 dios después de 
la inoculacién intraperitoneal, sin llegar a producir lo - - 
muerte en ellos.
VII. C O N C L U S I O N E S
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0  En las tinciones de cultivos en medios liquidos de mi- 
coplosmos y Forma L,es necesario prolongar durante varias h£ 
ras el proceso de secodo a température ambiente, para éviter 
la olterocién morfolégica que produce en estos microorganis-
mos el color.
2) El método més recomendoble para la tincién de cultivos 
liquidos de micoplosmos y forma L de Streptococcus viridons 
es el Grom y la tincién Dienes para las colonios, pues con - 
estos métodos la observacién de la morfologia es més detoll£ 
do.
3) Los micoplosmos no deben conservorse durante periodos_ 
prolongodos de tiempo a -20SC siendo convenientes los resiem 
bras e identificociones mensuoles.
4) El ogor comun puede utilizorse para cultivos de mico—  
plasmas, siempre que el aiétodo de siembro utilizodo seo por_ 
inundocién de la superficie de la plaça con el medio liquido 
especifico de crecimiento de micoplosmos.
5) Los métodos de induccién de forma L de Streptococcus - 
viridans por difusién, surco o disco, no resultan intereson­
tes, pues conducen o escoso crecimiento y presentan dificul- 
tod en el monejo.
6) El medio Hayflick es el medio liquido mos idoneo para_ 
la induccién de forma L estable de Streptococcus viridans. - 
siendo necesario oRodir el ogente inductor cuondo este micr£ 
organisme se encuentra en fose de crecimiento logoritmico y_ 
odoptorle por sucesivos poses a concentréeiones creciente* - 
del agente inductor.
7) El medio bifésico es un media répido para la obtencién 
de forma L no estable de Streptococcus viridans y util para_ 
su conservocién, es asimisma idoneo para cultivos de mico- - 
plasmas.
8) La utilizacién de dosis de I.OOOU/c.c., 2.000U/c.c. y_ 
é.OOOU/c.c. de penicilino G sédico en inyeccién subcuténea - 
precedida de inoculacién intraperitoneal en ratén de Strep—  
tococcus viridons son suficientes para la induccién de su —  
forma L no estable "in vivo".
9) Dosis de f2.000U/c.c. dan lugor a forma L no estable,- 
pero la administrocién de una segunda dosis de este ogente - 
inductor aumenta el numéro de resiembros necesorios para en- 
contror la bacteria de origen.
lo ) Recomendamos la utilizacién de agar blando en trabojos 
de laboratorio de diagnéstico y agar PPLO é agar 1 , 5 %  para - 
trobajos de experimentocién, pues en estos medios el creci—  
miento présenta uno mejor observacién de la morfologlo y con 
servocién.
11) La odicién de 13.222U/c.c. de penicilino G sédico o - 
los medios de cultivo de micoplosmos y formo L de Streptococ 
eus viridans reduce el numéro de microorgonismos viables y - 
los que permonecen presentan una morfologlo més definida.
12) El suero es un factor necesario poro la induccién de_ 
forma L de Streptococcus viridons y para el cultivo de mico- 
plosmos en medio liquido, pero no es imprescindible para sus 
cultivos en medio sélido, sin emborgo como las colonios en - 
medios sin suero presenton variaciones morfogénicos con res­
pecto a l a  forma tfpica, es necesario que si elegimos un me­
dio sin suero, se observe lo morfologlo de estos microoigo—  
nismos y se tengo de referenda, pues cada componente de los 
medios de trabajo conduce a modificocién morfogénico.
13) Utilizor el método de filtrocién poro seporor micoplo£ 
mos de forma L en isuestras cllnicas no es recomendoble, pue£ 
to que ombos poson a trovés de filtros Millipore de poro - - 
0,45 um y 0,22 um y o trovés de filtros EKA. En el coso de - 
tener que utilizer lo filtrocién para aislamiento de estos - 
microorgonismos de otras bocterios, debe de efectuorse lo —  
filtrocién con la oyuda de une jeringa, pues las olterocio—  
nés morfolégicas son menores que cuondo se hoce la filtra- - 
cién al vaclo.
14) La formo L de Streptococcus viridans, el Streptococ—
eus viridons y los Mycoplosmo fermentons y Mycoplosmo loidlo 
wii no son potégenos poro el rotén, existiendo la posibilidod 
de reaislamiento de estos microorgonismos en el animol, o —  
los 10 dios de su inoculocién introperitoneol.
R E s U M E N
La finalidad de esta tesis es conocer las caracteristico; 
isorfogénicas de los nicoplasmas y la forma L de Streptococ­
cus viridans, dada la frecuente coexistencia de estos micro- 
orgonismos en muestros patologicas, pudiendo conducir la fa^ 
to de su localizacién ol fracaso de tratamientos con ontibi) 
ticos, y por ello a cronicidad y récidiva de procesos infee- 
ciosos.
Comenzomos el estudio con una revision bibliogréfica pan 
pasar a un trobajo experimental que dividimos en très partes: 
una, primera, dedicada al estudio de los métodos de oislo—  
miento e identificocién para coda microorgonismo individuol- 
mente segun las técnicas utilizodos por otros outores; una - 
segunda en la que llegamos a obtener la induccién de forma L 
de Streptococcus viridans "in vitro" e "in vivo", y uno tei- 
cero porte, que se dedico o establecer las comparaciones mer 
fogénicos de los micoplosmos y lo forma L inducida, cuondo- 
se les somete a modificaciones en los foctores de cultivo ce 
sus medios, que es el objeto de nuestro tesis.
Tros la exposicién de los resultodos obtenidos, se resu—  
men los siguientes conclusiones;
Los micoplosmos y la forma L de Streptococcus viridans —  
muestron gron sensibilidod o los componentes de los tinciotes
y o la accion del color del proceso de secodo de estos me- - 
dios de observocion; iguolmente son sensibles o los voriocio 
nés de los componentes de sus medios de cultivo por lo seme- 
jonzo de carecer estos microorgonismos de la proteccion de - 
la pored.
Se observa un moximo rendimiento de induccién de forma L_ 
de Streptococcus viridans "in vitro" onodiendo el ogente in­
ductor en el momento del crecimiento logoritmico del microo£ 
gonismo, resultondo interesonte odoptorle por sucesivos po­
ses en concentr oc iones crecientes ol ogente inductor, llegoni 
do en nuestro trobajo o inducir "in vitro" uno forma L esta­
ble .
En la induccién "in vivo" en ratén por inoculacién intra­
peritoneal de Streptococcus viridons seguida de inyeccién —  
subcuténeo del agente inductor, se estudio una relocién en—  
tre los diferentes dosis del agente inductor, los tiempos de 
sacrificio y los caractères morfogénicos de la formo L indu­
cida en el laboratorio.
Se determinan los condiciones del método de filtrocién p£ 
ro seporor estos microorgonismos de otros bocterios en mues­
tros potolégicos.
Se afirmn la no potogenio del Streptococcus viridans, de_ 
lo formo L de Streptococcus viridans y de los Mycoplosmo fer
mentons y Mycoplosmo laidlowii en raton, existiendo la posi- 
bilidad de reaislamiento de estos microorgonismos en el ani­
mal, al cabo de 10 dios de su inoculacién intraperitoneal.
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